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RESUMEN 

Hernindez Cutro Ri¡oberto. Comparación de las téc~ blCterioló¡¡icu Y de 

iMIWIOhilloqulmicl en la dettec:ión de Actinobacilhu p/ftl"'f'lleUlflO#litll de pulmones de 

cerdol uc:rillC8dot en rutro. Bajo la dirección de MVZ. J An&el OuliélTez Pabello, 

MVZ. Gilberto Chívez Grit y MVZ. Elda Jimález Guem 

En el prwtente trabajo se comparó la técnica de aitlamienco bacteriolósico con el método de 

inmunohiatoquímica (IHQ) con la variedad del complejo Avidina·Biotina·PeroKidall 

(ABC·P) 11118 el diagnóstico de la pleuroneumonla contasioU porcilla. Se utiliwon den 

.,_ de pulmonn de cerdo• ucri&ado• en rutro, 50 con i.ioMI macro!IWpK:u 

lplNdet y 50 lin letionea macroacópicas, a lo1 CUiia te In realizó - poatmonem, 

hi•opatolotla, blasiolo8'a e irununohi111oqulmica. 

Se loa- idantificlr once caeos positivo• ( 1 Wo) al aillamiento blCteriolO¡¡jco, de loa 

cuales nueve cormpondjeron a pulmones c:on leliocw nciumóNcaa y los dot re•ant• a 

pum- lin lesiones macroscópicas De 101 pulmones con lesioMI 10lo 4 (4%) 

mo•raron leaiones tipicu de pleuroneumonfa, mientras que en 6 ~ (6'°'•) te 

encontraron lesiones microscópicu de pleuroneumonla del 100"/e de los pulmones. Entre 

las letiones microscópicu predominantes te consideraron a la neumonla intenticial (20"/e), 

br~ supurativa (14"•) y bronconewtlOllla no aipurativa (6%). 



Para la técnica de mQ se produjo IUel'o hiperinmuae en CXJMjo llOlltra 

A. ple11ro¡me11mo11iU<! serotipo 1, el c:ual alcallZÓ un titulo de 1: 1280 mediante el mítodo de 

hemoaglutinación indirecta (HI). P1ra estlllllariur la técnica de mQ se utiliz.aron diferentes 

diluciones, siendo 1 : 1 500 la dilución óptima. La técnica logró identificar politi\'idad en 75 

casos (75%). 

Se encontraron diferencias estadlsticas significativas (P$ 0.001) entre loa rCIU!tados 

obtenidos por ambas pruebas. Posiblemente la observación de una mayor poaitividad 

mediante la técnica de IHQ se debió a la poca 1e11sibilidad del aislamiento bactsiano en 

casos crónir<>s, tratll'nientos terapéutico1 a edad temprana, contll'ninación de tnieStras y la 

presencia de Hora normal del aparato respiratorio alto que dificuhan el aislll'niento del 

microorganismo. 

El método de inmunohistoqulmica (ABC·P) que se describe ofrece mejorea resultados que 

el aislll'niento bacteriano, pudiéndose utilizar como una herramienta mb en el diagnóstico 

de rutina de infecciones por A. ple11m1meumot1iue. 



INTRODUCCIÓN 

C1racteri11k111tarr•ln. 

Aclinohad/lu.v pl<r1ropneumU11iae (A. p/e1m1fmeum011iae) es el agente etiológico de la 

Pleuroneumonla Contagiosa Porcin8 (PCP). Este microorganillllO ea un pequello 

cocobacilo Gram negativo que mide aproximadamente de 0.5 • 1.5 µm de lugo por 0.3 µm 

de ancho, no forma esporas, es capsulado, no es móvil, requiere para 111 crecimiento el 

factor V o NAO (Dinucleótido de Adenlna y Nicotinamid8) y ea aerobio y •naerobio 

facultativo (2, 3, 17). 

Tomando en consideración los estudios realiz.ados sobre lu propiedades fenotlpicas y de 

homologia del AON de estas bacteriu, a Hae"10phi/11s plnrop111t11m011i<11 ae le transfirió al 

género Aclinobaci/111s pleuropne11monia1 biotipo 1 dependiente de NAO y a Pasteure/la 

haemolytica /iu al género y especie Actinoliacillus pleurop111t11mD11ifM biotipo 2 

independiente de NAO. El biolipo 1 intesra 12 aerotipos mientras que el biotipo 2 .a.arca 2 

serotipos, la especificidad del serotipo se basa en la composición del antlgeno capsuJu 

(39). 

Esta bacteria posee varios factores de virulenci8, tales como: tres tipos diferentes de 

hemolisinas o citolisinas, un complejo de proteinas de membrana externa, Upopolisacáridot 

endotóxicos (LPS), cápsula, plásrnldos, factores de colonización como son las fimbriu 

citoadherentes, una exotoxina conocida como pleurotoxina, el factor de penneabilidad y la 

secreción de proteasas (4, 12, 23, 24, 25, 32, 39). 

[pizootieloaí8. 

El único huésped susceptible a A. p/e,.rup11eum011iae es el cerdo El agente no es 

considerado comensal de la flora normal del cerdo, por lo tanto se localiu en vlas 

respiratorias de arúmales enfermos y animales que se recuperaron de la infección 

considerados como portadores asintomáticos. Estos individuos aparentemente sanos 
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conservan a la bacteria en las tonsilu, la mucosa rnpiratoria y los abKetOs pulmonare1, 

siendo susceptibles a desarrollar la enfermedad cUniu bajo condiciones de ellrél, 

convirtiéndose asi en la fuente de diseminación de la enfermedld (3, 12, 16, 17) 

La PCP se encuentra ampliamente dillribuida en todo m lllUlldo, se hll detcrito m 

Inglaterra, Argentina, E. U A, Canadj, Suiza, Holanda, Dinamarca, Au11ralia, Finlandia, 

Japón, Rumania, Corea, Bruil, Venezuela, Espalla, Taiw*n, Alemania, Suecia, Bélgica. 

Francia y México . En México se ha idemificado la presencia de los ll!locipos 1, 2, 3, 4, S, 

6, 7 y 8 del biotipo 1 en diferenles regiones de la República; lin embargo, los 1erOtipo1 que 

con mayor frecuencia se detectan son el 1 y el S. El oerotipo 1 es considerado responsable 

de los brotes mis severos de pleuroneumonia en el campo (6). 

La enfermedad es considenda como uno de los principales problema& respiratorios del 

ganado porcino, ocasionando cuantiosas pérdidas ecónomicu derivadu de lu altas tuu 

de moibilidad (100'/o) y moflalidad (20-80%). gastos en tratamientos terapeuticos, asl 

como un pobre indice de conversión alimenticia provocando que los animales requieran de 

variu semanaa mí.s para alcanz.ar el peso de mercado. La pérdida por muerte puede ocurrir 

en cualquier momento del ciclo productivo, pero ~almente se observa en etapu de 

crecimiento y qorda, en Ulimales con un peso de 30 a SO Kg -iirollimadaniettte (4). 

Si1•os y leeiollft, 

La enfermedad clínica tiene tres presentaciones diferentes sobreaguda, aguda y crónica 

Para la fue sobreaguda el único signo es muerte súbita. en lanlo que para la etapa aguda, la 

muerte puede presenlarse en 3 ó 4 días acompailada de anorexia, fiebre, cianosis do 

mucosas, disnea, tos, vómitos ocasionales y postración. El daño respiratorio puede ser tan 

severo que los cerdos afeclados respiran por el hocico adoplando una posición de perro 

sentado inclusive poco anles de la muerte puede haber una descuga abundante de espuma 

sanguinolenta por el hocico y las fosas nasales 



En relación a la presentación crónica o de portador uintomático no existe una sillftlllo¡¡la 

especifica pero es posible detectar disminución en el Indice de conversión llimenticia y, en 

consecuencia, disminución en la ganancia de peso (12, 14, 16, 17, 40). 

A la necropsia, las lesiones macroscópicas que se pueden obaervar ae restringen a la 

cavidad torácica, en donde se logra visualiur pulmones de color azul vio1'1:eo, zonu de 

neumonla fibrino-hemorrágica con distintos grados de desarrollo, asi como pleuritis 

serofibrinosa, donde se pueden apreciar zonas circunscritu con una capa de fibrina 

formando adherencias entre los lóbulos pulmonares y la pared torácica. Aderús, es posible 

distinguir llbsceaoa caseo101 dh1cminados en el parénquima y eo la superficie pulmonar. Se 

ha observado que las áreas pulmonares mas comúnmente afectadas corresponden a las 

regiones media y dorsal de los lóbulos diafragmáticos (6, 9, 16, 20, 41) 

En tanto que los estudios histopatológicos muestran una pleuroneumonia fibrinosa 

hemorrigica, congestión, hemorragias subpleurales, alveolares e intrueptales, exudado 

fibrinoso en capilares y luz alveolar, asl como una intensa infiltración de células 

mononucleares y la distensión de septos interlobulillares. Esta última lesión es atribuida a la 

acción de la fibrina y el edema. Otro hallazgo característico es la presencia de gran cantidad 

de células alargadas formando acúmulos, estas células han sido interpretadas como 

macrófagos transformados por el efecto de las toxinas bacterianas (6, 44). 

Di91aó1tito. 

El diagnóstico de infecciones por A. pl~uruprwumu11iaf! se fundamenta en la historia de 

hato, signos clínicos y lesiones macroscópicas El diagnóstico clinico y el examen a la 

necropsia adquieren de esta forma un cáracter presuntivo, por lo que se requiere del 

aislamiento bacteriológico y la serotipificación para la identificación del agente causal. 
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Debido 1 que los 12 serotipos presentan propiedldes moñológicas y bioquímicas idénticas, 

es imponante la caracterización completa del microor11anismo, ya que Histen diferencias 

relacion1du con la virulencia entre los serotipos conocidos (36, 41). 

La setotipifiC1Ción se lleva a Clbo mediante divetlOS métodos, siendo 11 Hemoa11lutinación 

Indirecta (HI) una de las técnicas más confiables, aunque recientemente se ha descrito el 

uso de lnmunoensayos Enzimáticos (ELISA) utilizando anticuerpos monoclonales y la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa "PCR" (19, 26, 34). 

La imponancia del aislamiento e identificación del serotipo radica en la ayuda que 

proporciona en el llM!isis epidemiológico y en la selección de la bacterina m'5 efectiva, ya 

que la protección que confiere la vacunación depende del serotipo que esté pr~te en la 

zona afectadl. Otra ayudl del aislamiento es determinar la sensibilidad a los 

quimioterapéuticos, esta información es de wan imponencia debido a que el número de 

cepas resistentes continúa en aumento debido al uso indiscriminado de loa lntibióticos 

(6, 11). 

El aislamiento y la serotipilicación presentan la desventaja de consumir mucho tiempo, que 

aunque ofrecen buenos resultados de las muestras procedentes de casos asudos y 

sobreasudos, en los casos de presentaciones crónicas se ha revelado como un método poco 

sensible, ya que el aislamiento de la bacteria es muy dificil 1 partir de órganos lesionados 

debido al crecimiento e•cesivo de bacterias contaminantes, Dora normal de aparato 

respiratorio alto, por lo que es necesario recurrir a alternativas m'5 rápidas y sensibles para 

los casos crónicos ( J 6). 

Los c'ámenes histopatológicos son útiles para diferenciar lesione. producidas por otros 

microor11anismos, que se sabe aumentan la severidad de la enfermedad clínica causada por 

A. p/e11ro¡me11mcmiae (1 1) 
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Lu pruebas serológicas desempeilan un papel importante en ~ identificación de port8dorea 

asintomáticos, que son individuos C1Usantn de la tranmlisión y diseminación de la 

enfem1edad entre los hatos. 

La base de las pruebas serológicas es la detección de anticuer¡ios en el suero y otros fluidos 

corporales teniendo grandn ventajas como el poder trabajar con animales vivos y detectar 

portadores sanos (38). 

Exillle una gran cantidad de métodos como lo son: aglutinación en tubo, aglutinación en 

placa, aglutinación en tubo con 2 mercapto-etanol, aglutinación con partlculas de látex, 

herno1glutinación indirecta, fijación del complemento, ELISA, neutraliución de 

hemolilina, radioinrnunoanílisis e immunotransferencia o "Western blot" (10, 13, 27, 28, 

30, 31, 43). 

Sin embargo, pese a que se cuenta con numerosos ensayos serológicos para el diagnólllico 

de la PCP, algunos de estos métodos han caldo en desuso y otros no son e11paces de 

diferenciar anticuerpos vacunales de anticuerpos infecciosos, complicando asl el 

diagnóstico definitivo. 

Otra opción en el diagnóstico de la PCP so11 las lécnicas inmunológicas directas, cuyo 

principio es la detección de restos anti génicos a partir de' muestras frnc.s, congeladas o 

incluidas en bloques de parafina, métodos como Coaglutinación, lnmunoOuorescencia, 

ELISA c lnmunolústoquhnica "IHQ" (20, 29, 33, 37) 

Las técnicas de Coaglutinación, ELISA e lnmunolluo¡escencia son técnicas rápidas, 

sensibles y especificas que nos penniten confirmar otros métodos diagnósticos utilizando 

malerial an!iguo con la desventaja de requerir equip(I especial, costoso y personal 

calificado. La técnica de lnmunohistoqulmica (lllQ) pres'1nta tres variedades: Peroxidasa

Antiperoxidasa (PAP), Estreptavidina-Biotina (ER) y el C?mplejo Avidina-Biotina (ABC). 



Tk•lu de i••HollilloqMimk:a (IHQ) 

El uso de esta técnica en el diagnóstico comprende la identificación de enfermedades 

asociadas a autoanticuerpos, tumores, deposición de complejos inmunes, honnonas, 

enzimas, superficies celulares y en la detección de microorganismos causantes de 

enfermedades infecciosas como bacterias, virus, hongos y parásitos ( 1 S, 22, 4S, 46). 

El complejo Avidina-Biotina (ABC) se basa en la afinidad de 11 Avidi111, que es una 

proteina de la clara del huevo para unirse con la vitamina Biotina. La técnica de ABC es un 

método indirecto, ya que se utiliza un anticuerpo primario y un anticuerpo secundario 

ligado a la biotina, la cual reconoce especificamente a la avidina, que se encuentra 

conjugada con la enzima peroxidua, finalmente se allsde un 1111trato que desarrolla una 

coloración que indica la presencia del antígeno localil.ado por el anticuerpo primario. Lu 

preparaciones de IHQ requieren de un microscopio de luz ordinaria para poder visualizar 

las tinciones. Los epitopes antigénicos no son destmidos por la fijación de la formali111, por 

la inclusión en parafina ni por la congelación, favoreciendo su uso en estudios de 

distribución de antlgenos en tejidos afectados y su correlación con los cambios 

histopatológicos (1, 7, 21, 42). 

Dentro de las ventajas de la IHQ están el poder trabajar con improntas, frotis 

{hvnunocitoquirnica) y preparaciones para microscopia electrónica, ademis de detectar 

varios antigcnos en una sola preparación, contar con gran sensibilidad y especificidad, ser· 

un ensayo r•pido, sencillo y susceptible a automatiurse (18). 



HIPÓTESIS 

La técnica de IM1U110hi1toqulmica (ABC) logrui identificar un porcentaje mayor de 

portadores asintomáticos que no son detectables por métodos natinuio1 como el 

aislamiento "-:teriológico. 

OBJETIVOS 

Estandarizar la técnica de IHQ ( ABC) para el diagnóstico de 14'-tinobacil/us 

p/RropMU""111iae llel'Otipo 1. 

Evaluar la utilidad del método de IHQ para el dial!JIÓltico rutinario de la PCP comparando 

sus resultados con el aislamiento bacteriUIO. 
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l\IATERIAL Y MÉTODOS 

1. MuHlru: Se seleccionaron 100 pares de pulmones de cerdos sacrificados en rastro, SO 

pares con lesiones de neumorúa y 50 pares sin lesiones macroscópicas aparentes, de las 

muestras consideradas con lesiones se realizó una clasificación de estos cambios 

considerándose los siguientes: congestión, hemorragias, adherencias, plewilis, abscesos, 

consolidación. 

2. Alslamlenlo barl•rioló&ko: Se inoculó una caja de Agar sangre y se cruzó con una 

cepa de Slaplry/ococc11.r aureu.r '*ªproveer el Factor V. Las cajas se incubm'on durlOle 

24 horas a J7ºC en una atmósfera de microaerobiosis. La idenlificación de los 

microorganismos se llevó a cabo con técnicas bacteriológicas para A. ple11rop11eumoniae 

(16). 

J. t:11udio Hillopatoló1ko: Las mueslras de lcjido pulmonar seleccionadas fueron fijadas 

en formalina amortiguada (pH 7 2) al 100/e y procesadas con la técnica de inclusión en 

parafina para su poslerior corte de 5 micras de grosor, las cuales se aiileron con 

hematmcilina y eosina (H&.E) 

4. l'ndurción d• HtilHro primario contra A. ple11rop1tnillfoteiM serotipo 1: Se 

utilizaron tres conejos hembras de la raza Nueva Zelanda con un pe.o de 2 Kg y 3 

meses de edad, se sometieron a una hiperinmunización de 9 semanas. El antígeno 

utilizado fue A. pleriro¡meumon/ae serotipo 1 cepa aislada de un caso clínico, que se 

serotipificó por la técnica de hemoa¡¡Jutinación indirecta y se sembró en TSA 

enriquecido con NAO al 0.1%. El cultivo de 16 horas fue cosechado en PBS plf 7.2 e 

inactivado con formalina al O .3 % a temperatura ambiente. 
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La determinación de la concentración final del inóculo se llevó a cabo por oblel'Vación a 

la escala número 1 del ncfelómetro de Mac Fuland 

S. E1tHdarizac16a de la tknira de la•u•ollllteq•i•ic•. Se utilizó el equipo comercial 

Vectastain ABC (Rabbit lgG)" El anticuerpo policlonal primario empleado fue 

producido en conejo, mientras que como anticuerpo secundario biotinilado se utilizó una 

Anti-lgG de conejo producido en cabra Posteriormente se utilizó el i:omplejo ABC

Pero><idasa para detectar la reacción y como cromógeno a la Diaminobcm.idina. Como 

control positivo se utilizó una sección de tejido pulmonar de cerdo inoculado 

experimentalm•"nte con A. ple"ropne11monia,e serotipo 1 y como control negativo se 

realizo la lliQ de forma rutinaria sustituyendo el anticuerpo primario por suero normal 

de conejo. Se probuon las oiguientes diluciones del suero hiperinmune utiliudo: 1: 1, 

1:10, 1:100, 1:1000, 1:1500 y 1:2000. 

6. Alllililll ntadltlice: Se utilizó el Wtisis de Ji-cuadrada para detcrminu diferencias 

estadisticas significativas entre la ntQ y el aislamiento bacteriano. 

"Laboratorios Vector. (PK 4001) 
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RESULTAOOS 

AISLAMIENTO 8ACTt:RIANO. 

De un total de 100 pares de pulmones de cerdo procedentes de 4 estados de la República 

Mexicana: Querétaro (25), Jalisco (8), Edo. de Méidco (43) y Sonora (24) se observó un 

total de 11 casos positivos al aislamiento de A. p/e11ra¡meum011iae que correspondieron al 

11 %. De éstos, 9 fueron del grupo de SO pares de pulmones con lesiones neumónicas que 

equivalen a un J 8%; mientras que los otros 2 aislamientos fueron de Jos SO casos sin 

lesiones aparentes, lo cual corresponde al 4%. La identificación de A. pkurop1ie11tr1<111i<N 

se realizó con base en pruebas bioquímicas y de cuhivo. 

CAM810S ANA TOMOPA TOl.ÓGICOS. 

Se evaluó la extensión y apariencia de las lesiones .de 101 100 pares de pulmones, 

agrupándolos en SO pares con lesiones aparentes de neumonía (figura 1) y SO sin lesiones 

macroscópicas aparentes (figura 2). De estos se tomaron muestras para los estudios 

bact~-riológicos, histopatológicos y de ínmunohistoquirnica. 

De los 50 pares de pulmones con lesiones neumónicas, 38 mostraron una coloración rojo 

púrpura de forma irregular con tamaño y distribución variable. En 21 se observaron amplias 

zonas de hemorragias en la parte dorsal de los lóbulos diafragmáticos; 21 eon presencia de 

consolidación; 21 con pleuritis en donde los septos interlobulares se presentaron muy 

aparentes y de aspecto hialino; en 17 se observó edema; 15 mostraron adherencias entre los 

lóbulos pulmonares y la cavidad torácica; y por último, 9 presentaron abscesos 

diseminados en el parénquima y superficie pulmonar (cuadro 1 ). 
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ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO. 

Los cambios microscópicos encontrados en los pulmones, con y sin lesionet, fueron lu 

siguientes: congestión, edema, hemorragias alveolares y subpleurales, necrosi1, enfisema, 

engrosamiento de septos, pleuritis, trombos de fibrina, eKudado en bronquios y 

bronquiolos, presencia de macrófagos y polimoñonucleares e hiperplasia linfoide 

pcribronquial. Las lesiones microscópicas más frecuentes fueron: neumonia intersticial en 

un 20%, bronconeumonla supurativa severa difusa en un 14%, pleurobronconeumonia no 

supurativa severa difusa en un 6%, bronconeummúa crónica severa en un 4%, 

pleuroneunmnla fibrosa crónica en un 3%, bronconeumonia supurativa severa difusa en un 

2% y bronquitis granulomatosa, bronquitis activa crónica, neumonía no supurativa y 

pleuroneumonla supurativa severa difusa en un 1 % en cada caso (cuadro 2). 

PRODUCCIÓN DEL ANTICUERPO PRIMARIO. 

Después de 9 semanas de inoculaciones se sangraron a los 3 conejos y se titularon los 

sueros obtenidos por medio de la técnica de hemoaglutinación indirecta (HI), alcanzando 

sólo en uno de los conejos títulos de 1: 1280, por lo que se le realizó sangría en blanco. 

Los otros 2 conejos se 'continuaron inoculR11do por ~ semanas más con un inóculo de 

bacterias vivas. (3 mi po_r inóculo~_I. 2 .. 'cces por semana). Al término de esta última 

inoculación se descansaron poruna"semana y sereaiizó sangría en blanco. Los sueros se 

titularón por HI al¿¡~rÍd~ u·~\itiliid~ 1: 1'280 (cuadro 3). . 
~ .. , ,· ;./ :·;j(; . "· ~ 

'.i .:;· ,~'~: -\ . 
·,· 

El suero recolectado fue' filtrado con ;;,enÍbran~s_ de 0.22 µm (Miiiipore), se inactivaron 

durante ~edia liora ·~ 56~C. Y, ~ue :imacen~d~ :.~1o•c. 
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TÉCNICA DE INMUNOHISTOQlliMICA. 

Después de probar las diferentes diluciones del suero hiperinmune y determinar que la 

concentración óptima fue de 1: 1500 se realizó la técnica de IHQ en forma rutinaria a todos 

las muestras pulmonares recolectadas. 

El antlgeno o restos antigénicos de A. ple11rop11e11mo11iae se observaron teñidos de color 

café-obscuro. Se lograron visualizar resultados positivos en 75% del total de los pulmones 

trabajados, de estos casos, 43 correspondieron al grupo de pulmones con lesiones de 

ncumonla y 32 a muesiras de pulmones sin lesiones macroscópicas aparentes (cuadro 4). 

El antlgeno fue observado en forma cocobacilar, agrupado en pequeños racimos o en forma 

individual, lográndose encont~ar .. •n. ~L.int_efior de los vasos sanguineos, bronquios y 

bronquiolos, en el citoplasm~';f~···~a¿~ófag~s alveolares (figura 5), septos y espacios 

alveolares (figura 3), luz alve<ilar (figura 4) y en algunos casos se observó una fuerte 

reacción positiva en glándulas bronquiales. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Para reali•.ar el estudio esladlstico de Ji-cuadrada se utilizó el paquete comercial 

Stat-view. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados del 

aislamiento bacteriano y la técnica de IHQ (ABC~P) (P S 0.001 ), habiendo utilizado el 

intervalo de confianza para 2 proporciones con una confiabilidad de 95% (cuadro 5). 
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DISCUSIÓN 

La finalidad de este estudio fue evaluar la eficacia de la técnica de inmunohistoquimica, 

variedad complejo avidina-biolina-peroxidasa · (ABC·PJ comparada con el aislamienlo 

bacteriano para la detección de A~ti1mhadll11s ple11ro¡me11mo11illl!. El presenle estudio es' el 

primero de este tipo realiÍado· .in·'~téxico, utilizando A. pleurop11eumo111ae serotipo 1, 

biotipo 1; se trabajó c~·n. el.se'ro;Í~o· e por ser el más frecuentemente aislado en México, 
':·.,.,i 

además de ser el r~spó'nsálÍle d~ Íos. bioÍ~s máS ~veros de pleuroneumorua en el campo (6). 
·:=:" ,;'.."'.~\·¡; J: ·, ~-.:¡. ·: 

Al respe~10, ,;\¿~~i2'.'ú l~~~~ltistoq~l~ca (IHQ) logró delectar 75 casos posiliws 
• ·. • ., ' -. - • •, 'I ' - ~ • ' • 

. correspondie~tes'álé 7Sº/o ~~~;;¡;~ ~~~ ~~nfei llislamiento ·bacteriano únicamente 1e 

detectaron I 1 casas po;;Úvos. equivalentes al. 11%, lo cual no coincide con los trabajos 

llevados a é~bo ~i rba;g~yén '/c~Í.· ( 198~). • ohíshi . y Col. ( 1986). Gutiérrez y Col . 
' - ·-·---- ,--.:· ------.' ··- - --: ---

(1993), los cuales reportarÓn porcentajes de 100% para IHQ y .95% parael.aislamienlo 

bacteriano. No obsta~1~,' ;;., debe señalar q~e estos es1udios fueron realizado~ ulilizandoun 

modelo de i~ocul~~lóri experimenlal, micnlras que en el prescnt~. trab~jo Í.os porceÜ1ajes . 

fueron meri~res, I~ cual puede atribuirse a que en nueslro c~so se tfabajaron. muestr~s d~ 
cerdos sacrificados en rastro. 

... 
- • • - - • 1 

. . ,,-;. ·:--'- _.· ; -_. 

Los resultados de ambas pruebas fueron contrastantes, :ya que para el ~étodo de IHQ se 
. ' -- ... ,<;:. ·:.· .... · .-· .• '.·,,?.,:· ._-'' 

detem1inó un 75% de positividad, mientras que para el · aislainiento bacteriano se 'observó 

solo. un 11%; dichos resultados se aÍtali.,,.ron estadisti~ente e~~~tr.;,do diferencias . 

significativas (PS0.001), por lo que puede ser r.,.;omendable I~ utili~ciÓ~ de la .téCnica de 

IHQ en el diagnóstico de la pleuroneumonia contagiosa poréina. 
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Un aspecto inleresan1e de Jos resultados ob1enidos, corresponde a los pulmones 

procedentes del estado de Sonora (Cuadro 4) en donde se observó un menor número de 

aislamientos y un mayor número de resultados posilivos a IHQ correspondiendo a cero 

aislamienlos y 15 IHQ positivos, de un tolal de 24 mueslras. El hecho de no haber 

enconlrado ningún aislanúento en el eslado de Sonora, pudiera alribuirse a diversos 

factores como el nivel de tecnificación de las granjas en esa región de Mél<ico, práclicas de 

manejo como lo seria la medicación lemprana al deslele que disnúnuye, mas no elimina, a 

A. ple11ropn1!11mo11iae impidiendo el lislamienlo, asi como carnpailas de control y 

erradicación de enfermedades como la enfermedad de Aujezky que facilila Ja presenlación 

de la PCP. Asimismo, el haber enconlrado un mayor porcentaje de resultados positivos 

median1e IHQ, podría deberse a que el suero primario empleado presentara una reacción 

cruzada con otras bacterias de la misma faniilia (l'as/e11re//u, Huemophi/11s) e inclusive con 

otros serolipos de A.' P.le11~op1~1~111rmia1', sobre lodo si se considera que el serotipo 1 tiene 

reacción cruzad~ con los ,;.;rcíÍ.ipo 9 y 1 1 . Es por lo anleriormente expueslo que se sugiere 

realizar la .misma' prueba d; 'lliQ sobre tejidos Infectados con eslas bacterias o la ulilización - - . . . . . 
de anticuerpos monoclonale8 para descartar eslas posibles interferencias en el diagnóstico 

de la PCP. 

Los resultad.o~ del ai~l~mien1Ó bacteriano mostraron que de un total de 100 pares de . .. . 

pulmones de cerdo sacrificados e~ rastro; sólo 11 muestras (11%) resultaron positivas al 

aislamlento bacterl~JÓgi~<?; Est~s hallazg~s son similares .a los descritos en diversos 

trabajos por ÓpriarÍ ycol. (1988); Diaz y Col. ( 1989), Freese. W. ( J 990). AJ respecto, se 

sugiere que los pr~ble~~i~sentad~s pllra'el alsl;.miento bacleriológico en el diagnóslico 
·- "'··•'..Vi '., .... ·-. ·''-' ...... ),· 

de Ac1inahUéillu.r pleuropiw11mo11icli! se debe a la' presencia de bac1erias con1anúnan1es, 

flora normal · d~( apar~;o • respir~lorÍ~ a1:0 y. de infecciones mixlas con olros 
r . . ' . . . .. . 

microorganismos · lales ~o'mó l'a;te11rella m~1/tocida, Borúctella brm1<:hlseptica, 
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Ha~mophi/11> panrsuÚ y S1répto<'o<x11:, suis, haciendo del aislamiento bacteriológico un 

método poco sensible par~ l~s da.Os crÓn;cos de pleuroneumorúa contagiosa porcina. 

. . . 
En el. estudio': postmortém;. de" los SO pares de pulmones que mostraron lesiones 

neumónicas macro~ópicas únicamente 4 de ellos (8%) presentaron lesiones del tipo de 

PCP, como la es una neumonla fibrino-hemomigica y pleuritis serofibrinosa (4, 8), 

considerando a estas lesiónes como · " caracteristicas de infecciones por 

A. p/euro¡111e11mo11iae. De eslos.4 pulmones con lesiones de pleuroneumonia se losró el 

aislamiento de A. ple11rop11e11mo11iae;• mienlras .. ~~e los. ol~os 5 aislamientos se obtuvieron 

de pulmones con lesiones de. tipo mix;~: q~~; ~a~~oscÓpi~ente mostraban arcas de 

consolidación, hemorragias y pleu!ÍÍisrPo'~<;;r~ pa;t~; los otros 2 casos positivo~ al . " -· . >o.~ . . - -" 
aislamiento fueron idenlificadó~ de·~~J~~,;,;~·sinle~ioneS'macroseópicas aparentes. De esta. 

manera, según -se~ óbSe;vó;··.-laS-; ICSi~·ncs:,;asOCiadas a -infecciones crónicas por 
. .(-'', . _\·~,:-~· .. _'...,. •" .. ,•. 

A. p/e11rop1wumoniaé ·ni» niu.estriin; necesariamente, un patrón de lesiones definidas que 

pudieran caracterizarlos, ~ dli~i~~~ia ~~ Ío~ ¡,;oceso~ de tipo agudo. 

Las lesiones histopatológicas eVidenéiaron que solaniente en el 6% de los pulmones se 

observaron lesio~~s compatibl~~. ccmple~roneumonia· contagiosa porcina, caracterizadas 

por congestión, heriio~agias ~ubplemal~~. ~xudado fibriniso en luz alveo'lar y una fuerte· 

infiltración de células ~ohonÚclearé~. ~Íend; t~dos estos casos P?~itivos a infecci~nes por 

A. p/e11rop11e11mo11i'!e rnediante IHQ y~ e~:ConÍ~~si.~. sólo i de estos fueron positivos al 

• aislami;,.to baeteriarió. · Lós áislalllie~tos • b~Í:t~rillll"iJ~ r~siantes 5"obiuVier~~ de lesiones 

=~~t~~~~&2~i§;i'fü:~i±; 
ot~os auióres Cipri~~ y éoL (1994), Didcr')· Col. (19S4i/oriliérrci y Col: (1900). en los 

., '. '- - , .• , ... , .·. . .. ··-7'· ., ".•·. ' .. 

cuales se evalúiin lcsion~;· proJuci~as por inf~c~iones e•perimcnt~l~s. 
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Estas discrepancias las p~d~;nos atribuir a que én los casos de infección natural de tipo 

crónico, se presentan infecciones mixtas por. la inte~acción de otros agente& infecciosos 

como bacterias, parásitos y virus, lo cual modifica el curso y las lesiones que presentan 

estos animales. 

Con respecto a la estandarización de la técnica de inmunohistoquimica (IHQ), se produjo 

suero hiperinmune en conejo en contra de A. ple11ro¡me11moniae serotipo l. El titulo 

obtenido fue de 1: 1280 por la técnica.de hemoaglutinación indirecta (Hl), concordando con 

el obtenido por Gutiérrez y Col. (1990). Con este suero hiperinmune se realizaron 

diferentes diluciones para estandarizar .. la técnica de IHQ, encontrando una dilución óptima 

de trabajo de 1: 1500, lo cual se. asemeja a lo realizado por otros autores en diferentes 

partes del mundo (Jbargoyén y Cot:'~i989), O.hishi y Col. (1986), Gutiérrez y Col. (1993). 

De los resultados observados en °es~~;es.idio se podría sugerir la utilización de la tecnica 

de inmunohistoquimica • (ÁBC-P) .'c'o.mo ·~·na_ prueba tamiz para. el diagnóstico de la 

pleuroneumonia contagiosa porcl~a ilco~pañada · de , otra~ pruebas tales como las 

serológicas e inmunotransfcrcncia, para conoce; 'et estado··,.~ .de las gralljas éo~ respecto a 

Acti11obaci//11s ple11rop11e111111111iae y poder .asi llevar -~ cabo ~edid.~sde. 'control y 

erradicación de la enfermedad 
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Cuadro l. 

CAMBIOS ANATOMO PAl'Ol.ÓGICOS DE LOS PULMONES CON LESIONES 

MACROSCÓPICAS \' SU RELACIÓN CON LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS 

LESIONES PULMONES NÚMERO DE AISLAMIENTOS DE 

MACROSCÓPICAS AFECTADOS A p~eurotn1&?umo11it'lf! ... 

CONGESTIÓN 38 

PLEURITIS 29 4 

HEMORRAGIAS 21 6 

CONSOLIDACIÓN 21 

EDEMA 17 o 

ADHERENCIAS 15 

ABSCESOS 9 4 

• Una misma cepa bacteriana se puede,aislar de diferentes lesiones. 

2S 
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Cumdro 1. 

FRECUENCIA DE PRESENTACIÓN DE LESIONES HISTOPATOLóGICi\S EN 

CORRELAC'IÓN CON IHQ 'I' AISLAMIENTO BACTERIANO 

LESIÓN MICROSCÓPICA 

PJcuroncumonía supurativa 

Ncumonla no supurativa 

Neumonla iniersticial 
Pleurobronconcumonía 

Su urativa severa difusa 

Bronconcumonia supurativa 
Plcurobronconeumonia 

crónica 

Bronquitis no supurativa 

Bronquitis gran"J!omatosa 

Pleuritis no supurativa 

Bronconeumonía no sup. 

Bronquitis crónica 
Plcurobronconcumonla no 

su urativa 

Pleuroneumonía tibrosa 

Oiros 

TOTAL 

PULMONES CON 
LESIONES 

MACROSCÓPICAS 

o 

o 

8 

6 

AISLAM lllQ PULMONES SIN 
POSITIVO LESIONES 

MACROSCÓPICAS 

o 2 

o o 

12 

2 

AISLMt. 
POSITIVO 

o 

o 

l. 

IHQ 

2 

9 

32 



CudroJ, 

PROTOCOLO DE INOCULACIÓN PARA LA PRODUCCIÓN DE SUIERO 

HIPIERINMUNIE CONTRA Actinobacil/us pleuropMumoniae SIEROTIPO 1 

SIEMANA 

3 

4 

14 

1 Adyu\'an1c incompleto de FrcunJ 
! .Microorg.1nismos macti\ aJos 
1 Microorg;mismos \l\OS 

' Sangrado> Tuulación 

INOCULO/mi viA 

O.?!ml' s.c 

O.!IO mi' IE.V 

O.!IOml IE.V 

l.OOml LV 

1.!IOml E.V 

E.V 

E.V 

E.\' 

E.V 

E.V 

t;,,. 

E.V 

SÁNGRIA EN BLANCO' 

27 



Cuadro 4. 

RESULTADOS DEL AISLAMIENTO •ACTERIOLÓGICO V DE IHQ DE 

ACUERDO A SU PROCEDENCIA GEOGRÁFICA 

PULMONES PULMONES 
ORIGEN CON AISL. + IHQ + SIN AISL. + IHQ + 

LESIONES LESIONES 

QUERÉTARO 21 19 

JALISCO 

EDO.DE 19 
MÉXICO 

SONORA 

TOTAL 

28 
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r:sm 
~1AUR 

lES\S 
UE l~ 

wo urnr 
BllfüO ! ~~¡\ 29 

Cuadro !l. 

TABLA DE CONTINGENCIA 

+ . 
IHQ 7!1 2!1 

•;. RENGLON 7!1 "lo 2!1% 

%COl,Ul\INA 17.21 % ' ' 21.93 .¡. ,, 

AISL. 11 
,' 

"loRENGLON 11% 

•;.COLUMNA 12.79 o/o 

TOTAL 116 

% .U% 

ANÁUSIS DE TABLA DE CONTINGt:NCIA 

JI-CUADRADA TOTAL= 83.!1!18 P $ 0.001 

G ESTADÍSTICA= 91.!l~ 

COE•"ICIENTE DE CONTINGENCIA= ll.543 

·.89 : ,: 

·:·· .'<< :•>:::· 
:·, 89 o/o:' ',' 

'•' 

11:01 ·1~; 
,,, 

114 

!17% 

TOTAL 

100 

100 
,. 

•' 

' .. ··' <' 

200« •', 
··::" 

"' ··,,. -

\'Al.OR DE Jl-Cl1AllRADA CON CORRt:CCIÓN 111: CO!llT1Nl1111AD = 80.967 

P$0,00I 



Figura 2. PULMÓN CON LESIONES MACROSCÓPICAS DE NEUMONiA 

ABSCEDATIVA 

JO 



JI 

fiaur• 4. Corte de pulmón que pre.•nla rearrión po1i1i .. • nivel iatrH.tular (A) como .., 18 

luz 81veolar (1). Térnica AIC-P contrutllda ron hema101ilina. ZSX. 

fiaur• S. Detalle de un cuo positivo a A. plruropneumuniue •nivel de macrora10 ( >). 

Técnica ABC·P contrastada con hematoiilina. 60X. 
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