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RESUMEN 

Actinobacillus pleuropneumoniae, agente etiol6gico de la pleu

roneumonía contagiosa del cerdo, posee diversos factores de virulencia, 

entre ellos la producci6n de factores solubles citot6xicos. 
En el presente trabajo se hicieron estudios sobre las caracte

rísticas de producci6n de los factores solubles citot6xicos para macr6-
fagos alveolares de cerdo, secretados por los serotipos 1, 3, 5, 6 y 7 del 

microorganis11D. 
Se detennin6 la producci6n de tales factores durante las 18 hrs. 

primeras del cultivo El vitro de~· plcuropneU11Dniae, Se eligieron los 
sobrenadantes de cultivo de las fases: log tenv>rana, log tardia y esta
cionaria tenprana (aproximadamente 4, B y 18 hrs. del crecimiento bac

teriano), detenninando su citotoxicidad para 11Dnoestratos de macr6fagos 

alveolares de cerdo (M\C) • 
El serotipo 1 rnostr6 una producci6n nns prolongada de factor(es) 

cotot6xico(s) terrnolábil (es). Los serotipos 5, 6 y 7 presentaron IJICllOr 

efecto citot6xico termollíbil y menor tienpo de producci6n del miS11D. 
La cepa del serotipo 3 de f1. pleuropnellllPniae, a diferencia 

de las ceras de los serotipos antes mencionados, expres6 la producci6n 
de un factor terrnoestable a 56°C durante 30 minutos. 

Las diferencias en secreci6n dcl(os) factor(es) termolábil(es) 
en los diferentes serotipos trabajados guarda relaci6n con la virulencia 

que estos presentan en el caJJV>o. 
Se observaron al microscopio electr6nico de barrido cambios 

11Drfol6gicos sufridos por la membrana de los M<\C, al ser expuestos a 

los sobrenadantes de cultivo de tal microorganiS11D. 
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INTRODUCCION 

La neumonía es uno de· los problemas infecciosos 

más comunes y graves en el cerdo. Un porcentaje considerable 

de cerdos presentan lesiones ncum6nicas al sacrificio en ra.!! 

tro (Badiola y Pujols, 1984). Algunos estudios recientes de

muestran que dichas lesiones probablemente subestiman el nú

mero real de casos neum6nicos que ocurren en la granja (Pi-

joan 1985). 

El gasto que ocasionan las lesiones neum6nicas pa

ra la porcicultura, es elevado debido principalmente al ca

rácter cr6nico que presenta con frecuencia esta enfermedad, 

lo cual provoca un retraso en el crecimiento por una defi -

ciente ganancia de peso. Si a esto aunamos las perdidas por 

costo de medicamentos y biol6gicos utilizados, así como una 

permanencia prolongada en corrales de finalizaci6n, el pro~ 

blema de costos en la producci6n se ve acrecentado notable

mente. Esto es más pronunciado en los casos donde se presen

ta pleuritis, ya que se ha calculado que por cada 1% de los 

animales con pleuritis, hay un retraso de 1.2 días al merca

do para todo el grupo. Debido a ello en los Últimos afios se 

ha incrementado la investigaci6n sobre las causas y los efes 

tos de las neumonías en cerdo. Aún así, hasta la fecha el C.!?_ 

nocimiento con respecto a la etiología, patogenia y control 

del síndrome sigue siendo limitado. 

Dentro de las enfermedades causantes de problemas 
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del aparato respiratorio en los cerdos, se encuentran: la 

rinitis atr6fica, la neumonta enzo6tica y la pleuroneumon!a 

contagiosa. Para el caso de rinitis atr6fica se han descrito 

como los microorganisaos causantes a Pasteurella multocida 

(Tipo A y Tipo D, toxig6nicas) y a Bordetella bronchiseptica. 

Mientras que para la neumonis enzo6tka la etiologh es IÚs 

compleja, considerandose tres etapas o estados de la enfer

medad para los cuales se propone primeramente la presencia 

de alg6n virus (Adenovirus, Pseudorabia, fnfluenza, o C6lera) 

u otro agente inmunosupresor. Un segundo estadio es el que 

involucra la presencia de •icoplasmas (_!:!. hyoneumoniae) y 

finalmente la complicaci6n bacteriana con Pasteurella .!!!!.!2· 
ill! (Pijoan, 1985). 

Con respecto a la pleuroneumonia contagiosa Ó 

pleuroneumonia aguda, existen informes de varios paises sobre 

brotes de la enfermedad asociados con alta mortalidad, Ast 

mismo, se sabe que este tipo de ncumonia se halla asociado 

con un agente bacteriano primario, .Haemophilus pleuropneumo· 

ni!!• que no requiere asociaci6n con otros agentes para es· 

tablecerse (Sebunya y Saunders, 1983; Yagihashi et. al.1984). 

Tambi6n se ha·descrito un sindrome de pleuroneumonia porcina 

debido a Pasteurella aultocida (Pijoan y Fuentes, 1987), 

aunque estos casos parecen ser aenos comunes que los ocasi~ 

nados por ~· pleuropneumoniae. 
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Las primeras observaciones sobre la pleuroncumonía 

por Hacmophilus, seg6n Loman et,al.(1986), fueron reportadas 

por Pattisson et,al,(1957), Matthews y Pattisson(l967),Sho

pe (1963) y Shope et.al.(1963), Los autores observaron brotes 

de la enfermedad en diferentes granjas y lugares geográficos 

en los que se presentaba un probleaa respiratorio relativa

mente parecido a la Influenza porcina pero, que mostraba 

signos cl1nicos propios(Shope 1963; Shopc et.al. 1963). La 

pleuroneumonía contagiosa es una de las principales enferm.!!_ 

dades en cerdos que ocasiona grandes perdidas a la porcicul

tura, el agente etiol6gico es Haemophilus pleuropneumoniae 

como antes se mencion6. 

I.l TAXONOMIA Y CARACTBRISTICAS BACTERIOLOGICAS DE HAEMOPHILUS 

PLBUROPNEUMONIAE. 

El microorganismo causante, aislado de pulmones 

neum6nicos y capaz do reproducir la enfermedad, se clasific6 

inicialmente como ·Haemophilus parahaemolyticus debido a sus 

caracteristicas bioquímicas, Posteriormente Kilian et.al, 

(1978i, propus6 el nombre de Haemophilus pleuropneumoniae, 

basandose en el hecho de que tal microorganismo presenta di

ferencias en cuanto a la utlllz1ci6n de ciertos sustratos al 

compararlo con la especie parahaemolyticus. Actualmente se ha 

su¡erido que se reclasif lque la bacteria y se le coloque de~ 
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tro del género Actinobacillus. Esta última proposici6n se ba

sa en el hecho de que tanto las biovariededes factor "V" de

pendientes como las biovariedades factor "V" independientes 

de Haemophilus pleuropneumoniac, presentan una mayor simili

tud fenotípica y un mayor porcentaje de hibridizaci6n de DNA 

con Actinobacillus lignieresii que con Haemophilus influenzae. 

Así mismo los patrones de movilidad electroforética de las 

proteínas de membrana externa que presenta !!·. pl europneumoniae 

guardan una mayor similitud con los presentados por algunas 

especies del género Actinobacillus como A· suis, A· equiili, 

A· lignieresii y con Pasteurella haemolytica, que con los 

patrones observados para!!· influenzae y ~.parasuis (Pohl, 

et.al.,1983). Debido a esto la clasificaci6n actual de este 

microorganismo es la siguiente: Actinobacillus pleuropneumoniae 

(cepa tipo biovaricdad l Shope 4074 y biovariedad 2, factor 

"V" independiente, cepa Bertschinger 2008/76). 

Sus características celulares son: cocobacilo pe

queño Gram negativo, sencillo, en pares o cadenas cortas; no 

m6vil, no forma esporas, no ácido resistente, con células que 

contienen dimetilmenaquinona y ubiquinona. Morfología colonial: 

en agar chocolate produce colonias lisas blanco-grisáceas de 

aproximadamente 3 mm de diámetro en 48 horas a 37°C; en agar 

sangre de borrego presenta una zona angosta de hem6lisis beta, 

que se ve aumentada por la beta hemolisina del .§_. ~ en 

la prueba de CAMP. Es un mes6filo quimiorganotr6fo. Requiere 
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de factores de crecimiento: la mayoría de las cepas son 

factor "V" (NAD) dependientes (Biovar. 1); algunas cepas no 

lo son (Biovar. 2). Ninguno de los dos biotipos requiere de 

factor "X" (Protoheraina). Requerimientos atmosféricos: aero

bio, anaerobio facultativo. Composici6n del DNA: cepa tipo 

Shope 4074, 42-43.2 mol t de G-C; cepa Bertschinger 2008/76, 

42.2 mol \ de G-C. Patogenicidad: la morbilidad causada por 

la biovar 2 es menor que la causada por la biovar l. 

Las características bioquímicas de este microorga

nismo se muestran en el cuadro I.l (Pohl et.al., 1983) . 

. I.2 SEROTIPOS Y SEROLOGIA. 

Actinobacillus pleuropneumoniae presenta multiples 

antígenos especie-específicos, mientras que para el caso de 

los antígenos tipo-específicos se han observado solamente de 

2 a 4 componentes. Por lo general los antígenos que propor

cionan la especificidad do tipo en las bacterias so encuen

tran localizados en la superficie de éstas. 

Nicolet (1971), utiliz6 pruebas de aglutinaci6n y 

la prueba de Quellung (hinchamiento de cápsula), para definir 

tres serotipos de ~· pl6uropneumoniae, basandose en los an

tígenos tipo-específicos asociados a cápsula, Gunnarsson et. 

al. (1978), ampli6 a cuatro y cinco serotipos y Nielsen y 

O'Connors (1984) )' Nielsen (1985 ab y 1986), propusieron el 
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cuadro r.1. Actividad Bioqu!mica (Pohl et.al., 1983). 

Caracter!sticas Org. BS 

Adherencia colonial V V 

Hemólisis + d + 
oxidasa TMPD + + + + 
Cata lasa + + 
Req. de NAO + + 
Req. de Hemina + 
Cree. en Maccon~ey +, (+) v, (d) + 
Prod. de Ubiquinona + + d + 
Indol + 
Ureas a + + + + 
Acido a partir de: 
D(+)-Galactosa + d (+) (+) + 
D(-)-Fructosa + + + + 
D(+)-Mannosa + + + 
L(+)-Arabinosa (v,d) 
D(+)-Xilosa + + + + (+) 
Rafinosa (+) 
D(+)Lactosa (+) (+) 
Sacarosa + + + + 
Maltosa + + + + 
D(-)-Manitol + + + + 
Sorbitol + 
B-Galactosidasa + + + ':-

-----------------------------------------------------------------v=variable: d= débil. 
A.l. = Actinobacillus lignieresii. 
H.p. = Haemophilus pleuropneumoniae. 
Org. DS D Organismos Bert~chinger r Sel.fert (Semejantes a H,p, excepto en req, de NAJJ). 
P.h. = Pasteurclla haemolytica. 

H.i. = HaemoEhilus influenzae. 

- 8 -



octavo, noveno, d6cimo y doceavo serotipos. Mientras que Ro

sendal y Boyd (1982), caracterizaron el sexto y s~ptimo. 

Nicolet (1971), describi6 antlgenos tipo-específi

cos tanto de naturaleza termolábil (TI,) como termoestables 

(TS)-y report6 que los antlgenos especie-especlficos estan 

formados por ambos tipos de componentes, estos componentes 

son los responsables de las reacciones sero16gicas cruzadas 

entre constituyentes celulares heterotlpicos. 

Para U· influenzao, los antlgenos tipo-específicos 

ya han sido descritos corno polisacaridos (PS). En el caso de 

A· pleuropneumoniae, Gunnarsson (1979), consider6 que debido 

a que la .especificidad de tipo puede conservarse en la fase 

acuosa de una extracci6n agua-fenol, es probable que los an

tlgenos tipo-especlficos sean PS y/o LPS (lipopolisacaridos). 

Esto parece reafirmarse con la posibilidad del uso de la 

prueba de inhibici6n de la hemaglutinaci6n(IllA), dado que 

seg6n Gunnarsson (1979), Keog (1948) menciona que en la may~ 

ria de los casos los and.genos o principios activos que sen

sibilizan eritrocitos son PS. 

Se han observado reacciones serol6gicns cruzadas 

in vitro, entre los diversos serotipos de A· pleuropneumoniac, 

lo cual es probablemente debido a que posee más de un compo

nente antig~nico tipo-específico. De esta manera, la expre-

si6n variable de estos antlgenos ha permitido observar, por 

ejemplo: reacciones cruzadas entre los serotipos 6 y 8 
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en pruebas de IHA; entre los serotipos 3 y C en pruebas de 

inrnunodifusi6n doble,IDD (Nielsen y O'Connors, 1984; Larivie

re et.al., 1987); de serotipos 4 y 5 con el 6 (Rosendal y 

Boyd, 1982) en pruebas de inmunofluorescencia. Con esta Últi 

ma prueba Rapp et. al. (1985b), encontr6 cruzamientos serol~ 

gicos del serotipo 4 con el 5 y el 7; y del serotipo 2 con 

el 6. 

En cuanto a las posibles reacciones serol6gicas 

entre ~· pleuropneumoniae y otras especies o subespecies del 

g6nero Haemophilus u otros zlneros, s6lo se ha reportado rea 

cci6n cruzada entre el serotipo 2 de ~· pleuropneumoniae con 

la cepa 202 de Haemophilus Taxon Minor, Rapp et. al.(1985a). 

Aunque anteriormente se consideraba que no existía ninguna 

reacci6n serol6gica cruzada entre ~· pleuropneumoniae y ~· 
parasuis recientemente Nicolet(1985), observ6 una relativa 

heterogeneidad serol6gica entre cepas de ~· parasuis, y Rapp 

et.al.(1985a), encontr6 anticuerpos contra~· pleuropneumoniae 

serotipo S, en cerdos de los cuales se aisl6 una bacteria 

semejante a~· parasuis. 

Rosendal y Mittal (198~, tambiGn encontraron anti

cuerpos contra ~· pleuropneumoniae, en cerdos infectados 

natural y experimentalmente con cepas de Actinobacillus ~· 

Todo parece indicar que en los estudios serol6gicos con este 

microorganismo se debe considerar la posibilidad de que se 

produzcan reacciones falsas positivas. 
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El perfil proteico de la membrana externa, obtenido 

por electroforesis en geles de poliacrilamida·SDS, resulta 

ótil como marcador morfol6gico, epidcmiol6gico y de virulencia 

para algunos pat6genos Gram negativos. Se han determinado 

siete patrones, basados en la movilidad electroforética de 

las proteínas de la membrana externa en nueve serotipos cap· 

sulares de~· pleuropneurnoniae. Estas proteínas estan locali· 

zadas principalmente en la regi6n de pesos moleculares (PM) 

de 39 a 44 y de 16·16.S kd; así como una proteína modificable 

por calor, de aproximadamente 29 kd. 

Las cepas de los serotipos 1 y 9 muestran perfiles 

proteicos similares entre si (Patr6n I); lo mismo ocurri6 con 

las cepas correspondientes a los serotipos 2 y 6 (Patr6n II). 

Los restantes serotipos no muestran tanta similitud entre si 

y al serotipo 3 le corrcspondi6~1denominado Patr6n III, al 

serotipo 4 el Patr6n IV, al serotipo 5 el Patr6n V, al sera· 

tipo 7 el Patr6n VI y finalMente al serotipo 8 el Patr6n VII 

tRapp et. al., 1986a; Rapp y Ross 1986b). 

También Mcinnes y Rosendal (198 7), trabajaron con 

patrones electroforéticos de las proteínas de membrana externa 

y proteínas totales de la bacteria de los serotipos 1 al 8, 

Estos autores encontraron que todos los serotipos comparten 

proteínas que migran a 17, 32 y 42 kd. La banda de 17 kd se 

presenta también en otras bacterias Gram negativas y la 32 kd 

aparece también en bacterias del género Actinobacillus (suis); 
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en cambio, la banda de 42 kd parece corresponder solamente 

a ~· pleuropncumoniae. Los autores observaron tambi~n cier· 

tas diferencias en los patrones de prote1nas totales en dif.!:_ 

rentes cepas del mismo serotipo, Musser et.al. (1987), renl!_ 

zarnn un estudio con 135 cepas de diversos or1genes geogrU!_ 

cos, colectadas durante diferentes allos, para observar la r~ 

laci6n de variacitln aHlica de los genes estructurales de al 

gunns enzimas que produce fl· pleurwneumoniae. Los autores 

consideran que este microorganismo presenta una estructura 

poblacional de tipo clonal, Observaron adem4s que existe r!:_ 

lacl6n entre la presentaci6n de los patrones de movilidad 

elcctrof6retica de las enzimas con los patrones de movilidad 

electrof6retica de las protelnas de la membrana externa; e~ 

tas relaciones tambien coinciden con el tipo serol6gico de 

las cepas. As1 mismo, observaron que las cepas poco pat6ge· 

nas del serotipo 1 se relacionan clonalmente con las del ti 

po 9, 

Rosendal et.al, (1985), Jllencionan que el serotipo 3 

es menos virulento, que los serotipos 1, 2 y 7. En cambio, 

entre estos tres 1lltimos serotipos no observaron diferencias 

marcadas, aunque el serotipo 2 es ligeramente menos virulen

to que el serotipo 1, cuando se inocula experimentalmente en 

cerdos • 
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¡.3 TRANSM!SION 

~· pleuropneumoniae penetra en el cerdo por vta 

respiratoria (Leman et. al,, 1986) y se transmite principa~ 

mente por el contacto directo de cerdo a cerdo, debido n la 

proximidad entre animales dentro de la granja. En el caso de 

brotes agudos se ha observado que la infecci6n se presenta 

aOn en animales de diferentes corrales, lo que sugiere la p~ 

sible participacjOn de aerosoles como forma de transmisión 

indirecta dentro de la granja(Nicolet, 1985), pero esta hi· 

pótesis no se ha demostrado. 

Se considera que ln forma mds comOn de introducci6n 

de la enfermedad a una granja susceptible, se produce cuando 

se introducen animales infectados, 

Los animales de todas las edades son susceptibles 

cuando no han tenido contacto previo con el microorganismo, 

sin embargo los cerdos de 10 a 12 semanas y los de finaliza

ci6n son los más comunmente afectados en granjas con histo

ria previa de infecci6n, 

Algunos factores que afectan son: la alta densidad 

de póblaci6n, la convivencia de animales de distinto origen, 

factores climatológicos adversos (temperaturas variables y 

corrientes de aire fr1o), cambios en el manejo y malas con

diciones de higiene, son elementos que favorecen la presen

tación de un brote de la enfermedad, 
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I ,4 PATOGENESIS 

Se sugiere que la enfermedad ~e presenta cuando el 

microorganismo escapa de los mecanismos de defensa del trac

to respiratorio superior y llega a nivel alveolar en donde, 

dependiendo de la habilidad del ~· pleuropneumoniae involu

crado (factores de virulencia) y de la falta de una respuesta 

inmune adecuada por parte del hospedero podrfi establecerse y 

multiplicarse (Leman et .al. ,1986). 

~· ~ropneumoniae se ha caracterizado por su gran 

patogenicidad debido probablemente a la combinaci6n de los 

diversos factores de virulencia que posee,como: la presencia 

de cdpsula, endotoxina, exotoxina(s) y enzimas con actividad 

de proteasa sobre IgA (Rapp, 1987), 

En general, se considera que la cfipsuln bacteriana 

puede facilitar la colonizaci6n y conferir cierta protecci6n 

al microorganismo contra factores inmuno16gicos del hu~sped, 

como el complemento y los anticuerpos (Rapp, 1987). 

I.4.1 CAPSULA 

En el caso de otros microorganismos se hn observa

do que la presencia de la capsula se halla asociada a la vi

rulencia. Por ejemplo, las cepas capsuladas de !:!· paragalli

!!!!.!!!!! resultan pat6genas para los pollos mientras que las 
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cepas no capsuladas no producen uinguna af~cci6n en dichos 

animales, 

La composición de la cápsula, parece influir tam

bi~n en la virulencia del •icroorganismo, tal es el caso de 

ª' influenzae del cual se sabe, que las cepas que poseen el 

denominado tipo capsular "b" son las mlis virulentas, 

En cuanto a la ctlpimla de ~. pleuropneumoniae, se 

reportó que esta bacteria posee un material_ capsular compue! 

to principalmente de carbohidratos (97,3\ en peso), que no 

es dializable y no precipita con acetona, ni coagula al ser 

calentada a lOOºC durante 30 min, Parece no presentar protef 

nas detectables en su composici6n y s6lo trazas de KDO (tic, 

3 deoxi-D-manno-2-octulos6nico), Present6 ademns hexosas y 

trazas d~ 11pidos (Fenwick et.al.,1986b; Jensen y Bertram, 

1986), 

Jensen y Bertram (1986), informaron de algunas d! 

ferencias en la morfologia y c_aractertsticas de la ctlpsula 

entre dos cepas: una virulenta y una avirulenta de ~· pleu

ropneumoniae, serotipo S, Al observar ambas cepas al micro! 

copio electrónico, encontraron que con tinci6n de rojo de 

rutenio sólo se ve1a material capsular en la cepa virulenta 

y con tinci6n de ftcido fosfotOngtico el material capsular de 

esta cepa -ra de mayor grosor y con m!is ondulaciones que la 

de la cepa avirulenta. As1 mismo, se not6 un f§cil despren• 

dimiento del material capsular en la cepa no virulenta al 
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lavar las bacterias con buffer o con agua. Por otro lado, la 

cepa virulenta retuvo la cfipsula con el mismo tipo de lava

dos. Estos autores consideran que las diferencias en la es

tructura capsular de ~· pleuropneumoniae pueden estar rela

cionadas con la virulencia, considerando que mientras la cepa 

virulenta posee una cdpsula adherente al cuerpo bacteriano, 

la cepa no virulenta ln pierde fdcilmente, Las diferencias 

en la estructura capsular reflejaron variaciones en los co~ 

ponentes de.su superficie debidas posiblemente a diferentes 

niveles de estructura terciaria(Jensen y Bertram,1986), La 

interacci6n de la cdpsula con la estructura terciaria del 

polisacarido somAtico del LPS, puede estar involucrada en la 

uni6n de la cftpS'Ula a la pared celular de la bacteria, 

Jnzana y Mathison (1987), tambien considerar·on que 

los antfgenos capsulares solubles en agua son los que reti~ 

nen la mayor especificidad de tipo, Estos autores encontra

ron que el polisacarido capsular puro del serotipo S, es me

nos antigenico,al ser inoculado en cerdos o en conejos, que 

las bacterias completas, Sin embargo, los anticuerpos prod~ 

cidos contra la bacteria completa del serotipo hom6logo, 

reaccionaron bien contra este polisacarido capsular purific~ 

do, AdemAs no observaron reacciones cruzadas con sueros he· 

terotfpicos, Esta fracciOn de PS es estable al calor (lOOºC/ 

30 min) y al enfrentarse en prueba de inmunodifusi6n doble 

contra el suero hom6logo s6lo se observ6 una linea de prec! 

pitaci6n (Inzana,1987), 
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I.4.2 LIPOPOLISACARIDO (LPS) 

En el aislamiento del LPS de ~· pleuropneumoniae, 

se han empleado t@cnicas de extracci6n con agua y con solve~ 

tes menos polares o no polares como el fenal, cloroformo y 

@ter del petr6leo, De esta manera se han obtenido fracciones 

solubles y fracciones insolubles en el agua. Estas extracci~ 

nes h·an permitido la caracterizaci6n parcial del contenido 

del LPS (Fenwick et.al,,1986b). As1 se sabe que este microor 

ganismo presenta dentro de la composici6n de su LPS algunos 

carbohidratos como: ramnosa, manosa, galactosa, glucosa, he~ 

tosa; as1 como glucosamina, galactosamina, y KDO. Tambi@n 

se encontraron algunos ftcidos grasos de 14 y 16 carbonos 

(Maudsley et.al.,1986), Por otra parte Jensen y Bertram (1986), 

reportaron que contiene entre 30 y 37\ de 11pido A, 

Los mismos autores informan que en dos cepas del 

serotipo 5 de ~· pleuropneumoniae estudiadas (virulenta y 

avirulenta) de las cuales se aisle el LPS, observaron notables 

diferencias en cuanto a las concentraciones de galactosa, La 

cepa virulenta mostraba 13 veces mds galactosa que la cepa 

avir~lenta y un mayor porcentaje de KDO, pero un menor por

centaje de heptosa y 11pido A (Jensen y Bertram 11986), 

El LPS de !!_, pleuropneumoniae muestra actividad 

endotexica mediante la prueba de formaci6n del gel con LAL 

(Lisado del amebocito de Limulus poliphemus), Ademds es capaz 

- 17 -



de producir una lesión d~rmica de tipo Schwartzman positiva 

en conejo y en cerdo al inocularse intrad~rmicamente(ID). 

Cuando se inocula por via intravenosa (IV) produce reacción 

febril difllsica en conejos y rr.ónofllsica en cerdos. En embrión 

de pollo se ha estimado una dosis letal media de 1,6·7,3 ng. 

La apl icaci6n intratraqueal de endotoxina en c.erdos, produ· 

jo lesiones pulmonares tipicas, similares a las encontradas 

en cerdos que mueren por la fase aguda de la pleuroneumon1a 

por este microorganismo. Esto sugiere un papel importante de 

la toxina en la patogenia de la enfermedad (Fenwick et,al,, 

1986b), Los efectos biológicos antes mencionados para el LPS 

de [!. pleuropneumoniae son similares a los efectos produci· 

dos por los LPS de g. influenzae y§_. !:.2ll (Maudsley et.al., 

1986), 

J,4,3 OTROS FACTORES TOXICOS 

En cuanto a la posible producci6n de factores tó• 

xicos por[!. pleuropneumoniae , Rosendal et.al, (1980), re· 

portó que los sobrenadantes libres de bacterias, al ser ad!n! 

nistrados endobronquialmente en cerdos, producfan lesiones 

hemorr~gicas pulmonares, similares a las producidas por la 

infecci6n natural. A partir de entonces se han presentado 

diversos reportes a cerca de la actividad t(lxica que muestra 

el sobrenadante de cultivo de esta bacteria, sobre diferentes 

sistemas, 
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Beridixen at,al, (1981), cncotraron que los filtra 

dos de cultivo de ~· pleuropnewnoniae resultaban tóxicos para 

los macr6fagos alveolares y para los monocitos de sangre pe

rif~rica del cerdo y que la exposición al calor (lOOºC dura~ 

te 15 min.) no alteraba dicha toxicidad. Por otro lado el 

suero de animales que sufrfan la forma cr6nica de la enfer· 

medad, era capaz de neutralizarla. 

Boyd y Rosendal (1985), informaron mas tarde la 

obtenci6n de fracciones de bajo peso molecular(PM 10·20 mil 

daltones) del sobrenadantc de cultivo dializado y fraccionado, 

a trav@s de Sephacril 200 y DEAE de intercambio i6nico, Di· 

chas fracciones tcnian actividad t6xica para monocitos de 

sangre perif@rica; tal toxicidad se vefa afectada al exponer 

las fracciones a 120°C durante 10 min,, pero no parecfa dafia! 

las un calentamiento de 60°C/60 min, También result6 sensi· 

ble a proteasas y tripsina, y notaron que dependiendo del 

tiempo de cosecha del sobrenadantc la toxicidad decrccia en 

forma proporcional: a mayor tiempo de cultivo menor toxicidad, 

Nakai et.al, (1984), utilizando el filtrado crudo 

asf como una fracci6n obtenida en gradientes de sacarosa, e!!_ 

con~raron que estos filtrados pose1an actividad hemol1tica 

sobre gl6bulos rojos de equino, Estos filtrados no mostraban 

actividad endot6xica y eran capaces de provocar la muerte en 

12 horas a lechones y cuyes a los que se les inoculaba intr!!_ 

traquealmente, En estos animales la fracci6n produjo lesio· 
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nes pulmonares similares a las encontradas en los animales 

infectados naturalmente por Actinobacillus, La capacidad t6-

xica resultó ser estable al calor, lz1•c durante Z hrs. Al 

probar estas fracciones sobre macrófagos alveolares, monoc! 

tos de sangre periferica y macr6fagos peritoneales de cerdo, 

se present6 una marcada citotoxicidad sobre estas c~lulas, 

principalmente sobre macrófagos alveolares, En los macrófagos 

sobrevivientes se observó disminución en la actividad fago

c1tica. Los efectos citotóxicos mostraron ser depedientes de 

la dosis y del tiempo de exposición, As1 mismo, se obscrv6 

cierta correlaci6n entre la actividad hemol1tica y la cito

t6xica, La tinción de las bandas obtenidas del filtrado por 

electroforesis, parecen indicar que la fracci6n estaba com• 

puesta principalmente por carbohidratos y en menor proporci6n 

por prote1nas (Kume et,al., 1986), 

Trumper y Joens (1984), informaron que una fracci6n 

obtenida por cromatograf1a a partir del sobrenadante de 48 

horas, causó la muerte a ratones CP-1, al ser inoculada in· 

traperitonealmente · (IP), Dicha fracci6n no pose!a actividad 

hemolftica, era resistente al calor y proteasa, pero sensi

ble a urea y .peryodato, con un PM probable de 200 mil dal t!!_ 

nes, 

Pijoan (1986) 1 al probar el sobrenadante de dife· 

rentes serotipos de ~· pleuropneumoniae en macrófagos alve!!_ 

lares de cerdo encontró variaciones en la actividad citot6xi 
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ca dependiendo del serotipo involucrado. 

AOn no hay una adecuada explicaci6n de la patoge

nia de la pleuroneumonfa, pero el tipo de lesiones que se 

presentan y que incluyen edema, hemorragias e infartos, su

giere que la vasculatura pulmonar puede ser un blanco tempr! 

no en el curso de la enfermedad. La causa del dafio vascular 

puede atribuirse a mecanismos diferentes, El principal de 

estos parece ser la producci6n de substancias extracelulares 

termoestables con actividad endot6xica, que podrfan activar 

el complemento y/o los mecanismos de la coagulaci6n, Sumado 

a esto, puede presentarse lesiOn por causa de una reacci6n 

localizada de hipersensibilidad tipo IIl (FenOmeno de Arthus), 

con la acci8n del complemento por sistemas inmunes solubles 

de ant1geno·anticuerpo, 

Debe considerarse ademfts el ya citado efecto cito

t8xico de las fracciones termosensibles sobre macr6fagos al• 

veolares, En estos se disminuye incluso la capacidad fagocf· 

tica de las cOlulas sobrevivientes, causando con ello un 

dafto directo a la principal defensa celular del pulm6n, Las 

observaciones!!!_ Yl!.!:2..del efecto.sobre los macr6fagos al

veoláres, pueden explicar parcialmente los notables cambios 

observados en estas c@lulas en el pulm6n de cerdos infectados. 

TrW11per (1985), utilizando ratones C3HeB/FeJ sen

sibles a endotoxina, y c@lulas CHO que sufren efecto citop! 

tico en presencia de endotoxinas, comunic6 la posible existe~ 
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cia de dos factores t6xicos diferentes: una toxina termo

estable que se expresa en los sobrenadantes de 48 hrs. de 

cultivo bacteriano in~. y una segunda toxina tcrmo

scnsible que se expresa en los sobrenadantes de cultivo de 

8 horas; sefialando que la toxicidad temprana (8 horas), es 

debida principalmente a una exotoxinn, mientrás que la to

xicidad tard1a (48 horas) parece ser debida a una endotoxl 

na. El autor considera que la toxina de 48 horas (fase log 

estacionaria tard1a) puede ser debida al LPS o a una gli

coprote1na o bien a un complejo formado por ambos compone!!_ 

tes¡ mientras que el factor t6xico presente en el sobrena

dante de 8 hrs, es probablemente de naturaleza proteica. 

Este mismo autor, coment6 que las condiciones de 

cultivo, incluyendo el medio de cultivo utilizado para cre

cer la bacteria influren en la produccitln de los factores 

t6xicos, 

Recientemente Ligget et.al, (1987), propusieron 

que parte del dafio sufrido por el tejido pulmonar pueda 

deberse a la liberaci6n de enzimas y substancias ttlxicas a 

partir de neutr6filos que aparecen en la zona afectada en 

las primeras.horas de la infeccitln por~· pleuropneumoniae, 

Con respecto a la producci6n de enzimas con acti

vidad de proteasa sobre IgA porcina, aan existe desacuerdo. 

Kilian et.al. (1978), comunic6 que ~. pleuropneumoniae era 

capaz de producir esta enzima¡ sin embargo, Mulks et.al. 
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(1984), no encontr6 tal actividad en ningun serotipo de la 

bacteria, ni tampoco secuencias en su DNA que presenten 

homología con el gen de ~· influenzae que parece codificar 

para la producción de tales proteasas. 

r.s SIGNOS CLINICOS y LESIONES 

La enfermedad se puede presentar en forma hiper~ 

guda, aguda, subaguda o crónica, dependiendo del grado de 

irununidad de los animales hacia !:;_, pleuropneumoniae, de su 

estado general y de las condiciones de manejo. 

La muerte de algunos animales en la granja, es el 

primer elemento que hace evidante el problema (Didier et,al, 

1984), Los prime.ros signos que presentan los cerdos y que 

pocas veces se perciben· son 1 renuencj.a al movimiento, re~ 

piraciOn ligera o poco profunda y un ligero aumento en la 

temperatura (41,1 a 41,7°C), Conforme la infecciOn avanza, 

los animales muestran postraci6n, descansando sobre los 

cuartos traseros contra las paredes¡ presentan ademas cia

nosis, epistasis, respiración por la boca y finalmente al

gunoi;. de ellos mueren (Henry et.al.,1982), 

La morbilidad es alta (701 aprox,) y la mortali

dad variable entre 1 a 30\. En los brotes agudos el curso 

de la enfermedad en la granja es rApido, de una a dos serna· 

nas. Los animales que no mueren pueden pasar a la forma su~ 
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aguda o la crónica, una vez que los signo5 de la forma aguda 

han desaparecido. En los animales se observa apetito djsrni

nu1do, lo cual provocarn de forma consecuente una disminución 

en la ganancia de peso (Stone, 1984; Nicolet, 1985). 

1,5,l LESIONES 

Las lesiones se localizan principalmente en el 

tracto respiratorio. A la necropsia los animales muestran 

neurnon1a lobar extensa predominantemente basal y/o diafran

rnfttica con pleuritis fibrinosa y zonas edematosas, Por lo 

general la neurnon1a es bilateral, involucrando los lóbulos 

cardiaco y apical, as! corno parte del diafragrntttico, 

Las zonas neumónicas presentan un color rojo pOr· 

pura obscuro, son friables (forma hiperaguda), en ocasiones 

granulares (forma aguda y subaguda), Se observa un fluido 

sanguinolento gelatinoso en los septos interlobulares y fi· 

brina adherente con exudado amarillento sobre las ftreas neu

mónicas a nivel pleural y subpleural, La presencia de lesio

nes primarias en la parte dorsal de los lóbulos basales 

parece ser caracter1stico de las neurnon1as por ~· pleuropneu 

~ (Shope, 1963; Nicolet, 1985). Los bronquios y la trft· 

quea contienen un fluido espumoso sanguinolento (Shope, 1963 

Didier et,al.,1984), En algunas ocasiones se llegan a obser 

var depositas de fibrina en la cavidad abdominal y articula· 
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clones. En casos cr6nlcos se observan n6<lulos de diferentes 

tamafios que principalmente se localizan en los 16bulos dia

fragmáticos (Nordstoga, 1967; Nicolet, 1985), 

.La histologfa evidencia bronconeumon1a exuda ti va, 

descamativa y proliferativa con pleuritis fibrinosa y ten

dencia al encapsulamiento en los casos crónicos, Asf mismo, 

hay congestión severa con vasculitis multiíocal y trombosis 

de los vasos sanguíneos y linfáticos, Los alveolos contie

nen exudado de cl!lulns mononucleares principalmente macr6f!!_ 

gas, llnfocitos, cl!lulas grandes transformadas, c~lulas al

veolares descamadas, junto con fibrina, hemorragia y coco

bacilos, Un exudado similar se observa en los septos inter

lobulares y sobre la pleura visceral (Shope, 1963) , 

I, 6 DIAGNOSTICO 

El diagnóstico presuntivo de la pleuroneumonia 

puede darse en base a los signos observados en la forma aguda, 

m4s las lesiones del ex9J1Jen posmorten, la confirmaci6n del 

diagnóstico resulta del aisla.miento del microorganismo cau

san.te (Nicolet,1985), En el examen po~morten las lesiones 

pulmonares descritas anteriormente, junto con la pleuritis, 

resultan sumamente caractertsticas, casi patognomOnicas 

(_Stone,1984¡ Nicolet,1985), 

Aislamiento: el aislamiento y la caracterización 
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del ~· pleuropneurnoniae, es necesario para excluir a cual

quier otro agente corno probable causa de neumonia. El ais

lamiento primario a partir del exudado bronquial, nasal y 

en particular de las lesiones neumónicas, se realiza eficie~ 

temente por el m~todo de diluciones en liquido, reportado 

por Pijoan et.al. (1983), posteriormente •e siembra en agar 

sangre de borrego al 5 \, con S. epidermidis como cepa no

driza (fen6meno de sateliti5mo), para cubrir el rcquerimie~ 

to de NAD, El sntelitismo junto con la hemOlisis beta pro

vee un diagn6stico bactcriol6gico indicativo. La identifica

ci6n bacteriol6gica total se realiza mediante las pruebas 

bioqu1rnicas resumidas en la Tabla J,l 

Las pruebas serol6gicas tales como aglutinaci6n 

en placa, aglutinaciOn en tubo, formaciOn del anillo' de 

precipitnci6n y la inmunodifusiOn doble, permiten identifi

car el serotipo de Actinobacillus involucrado (Mittal et.al. 

1982). 

Mittal et,al. (1983), reportaron el uso de la pru! 

ba de ·coaglutinaci6n, en la que detectan antigenos tipo-e:!. 

pec!ficos de ~· pleuropneurnoniae a partir de macerados del 

tejido infe~tado, Esta prueba se utiliza ya en forma ruti

naria en varios laboratorios de diagn6stico. 

Las pruebas serol6gicns se utilizan en ln detecciOn 

de portadores y con este proposito se han empleado pruebas 

como la fijaciOn del complemento (Lombin et.nl,,1981), la 

nglutinaciOn en tubo, ELISA y recientemente la prueba de 
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aglutinaci6n con 2-llcrcaptoetanol (:·!ittal et.al.,1984), Las 

pruebas serol6gicas constituyen una herramienta valiosa en 

el manejo del problema infeccioso en la granja, pu~s permi

ten detectar a los animales enfermos cr6nica y subclfnica

mente, Esto permite eliminar a las posibles fuentes de in

fección, para los animales sanos, De la misma ~anera se pu! 

de evitar la introducción de cerdos portadores a granjas l! 

bres de la enfermedad, reduciendo la probabilidad de que se 

presenten los brotes agudos en animales sin inmunidad previa, 

Sin embargo, para todas esas pruebas se recomien

da la evaluaci6n individual de un buen nOmero de animales 

dentro de la granja y hacer la interpretación de los resul

tados en base a la epidemiologia de la granja y no por in· 

dividuo. (Mittal et,al.,1984¡ Nielsen,1985c).. 

Puede decir.se que actualmente la prueba de 2-Mer

captoetanol es la que proporciona mayor sensibilidad y m4s 

alta especificidad para el diagnostico serol6gico de granjas, 

pues su realizaci6n es mds fdcil y barata que las pruebas de 

ELISA o :PC (,Mittal et,al,,1984), Sin embargo se presentan 

problClllas de especificidad sobre todo con cerdos adultos, 

Nielsen (1987), sugiere el uso de la prueba de IHA, pues los 

anticuerpos que producen los cerdos por la vacunación no se 

detectan PO·r esta prueba, pero si los anticuerpos que apar! 

cen co~o resultado de una infecciOn, 
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Los tttulos presentados por la prueba de FC, no 

parecen correlacionar bien con la verdadera inmunidad del 

animal, puOs aón en animales que presentan un bajo titulo 

de anticuerpos, posterior ~ una exposici6n bajo condiciones 

experimentales, se presenta protecci6n ante el reto con bac

terias de serotipo hom6logo (Rapp et,al.,1985a), 

I. 7 TRATAMIENTO 

Tan pronto se presenta un brote se debe comenzar 

un tratamiento por via oral y parenternl, Se ha observado 

que esta combinaci6n proporciona buenos resultados· ·, al pr!!_ 

sentar una buena absorci6n y una alta concentraci6n del me

dicamento en el tejido pulmonar, favorescicndo la resoluci6n 

del cuadro hasta la curaci6n, El medicamento a usar deberá 

elegirse en funci6n de los antecedentes epidcmiol6gicos que 

orienten sobre la susceptibilidad actual de las cepos regi2 

nales y con la elaboraci6n de un antibiograma a las cepas 

involucradas en el brote en estudio, En terminas generales, 

se ha recomendado el tratamiento con inyectables, y no con 

medicamentos orales. Dentro de los inyectables los mAs efi

cientes parecen ser penicilina y la mezcla de lincomicina 

con espectinomicina. Recientemente, en E.U.A, y en M~xico, 

se ha autorizado el uso de tiamulina en forma oral. 

,r 
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r.a CONTROL y PROFILAXIS 

Para el control y la prevención de le pleuroneumo· 

nla contagiosa deben tomarse en cuenta varios factores, entre 

ellos la inmunidad de la granja. 

Se ha observado que los animales que sobreviven 

despu@s de un brote natural por ~· pleuropneumoniae, desarr~ 

llan inmunidad especic•especffica ante el microorganismo y 

adquieren resistencia a la enfermedad, De esta forma la gra~ 

ja adquiere cierto grado de inmunidad de poblaci~n. 

Las cerdas que han sido expuestas proporcionan a 

sus lechones inmunidad pasiva que los mantiene protegidos 

durante las primeras 3 a 4 semanas de vida, Debido a esto se 

pueden observar brotes en grupos de lechones de entre 3 a 6 

semanas de edad, Quiz4s es en la unidad de engorda en donde 

se presentan con mds frecuencia los brotes agudos, debido 

al mezclado de animales no inmunes con animales infectados 

cr6nicamente que actuan como portadores, A este nivel es di· 

ficil el establecimiento de inmunidad del grupo debido prin· 

cipalmente al continuo ~ovimiento de cerdos con introducci6n 

de nuevos animales (Pijoan et,al,,1985), 

El serodiagn6stico proporciona la manera de loca· 

lizar a los animales cr6nicamente enfermos¡ la exclusi6n de 

tales an~males port~dores, con la introducci6n de animales 

seronegativos que se sometan a cuarentena y a los. cuales se 
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les realice un par de pruebas serol6gicas con intervalos de 

aproximadamente tres semanas, puede resultar en un factor 

de control importante (Niclsen, 198Sc). 

La vacunación que se ofrece hoy en d!a previene 

la mortalidad pero no evita la aparición de la forma crOni

cn de la enfermedad ni de portadores, El uso de bacterinas 

que contienen ademrts de la bacteria involucrada, LPS de al

guna enterobacteria como ~. SE!.!! (cepa J-5) han mostrado 

prevenir o disminuir la mortalidad en buen grado (Fenwick 

et,al,,1986abef), 

J,a introducci!ln de inmun6genos a base de íraccio

nes (cdpsula, endotoxinas o exotoxinas) acompafiados de adyu

vantes emulsionados (aceite en agua), podrfin en un futuro 

proporcionar mejores resultados en la ~revenci6n de ia en

fermedad (Rapp, 1987), 

Por otra parte, el manejo en la granja es de suma 

importáncia en el control de la neumonta: 1) Evitando :!reas 

o unidades con sobrepoblnci6n, 2) Disminuyendo el mezclado 

de animales y 3) Tratanto de implementar un m~todo contro

lado de movimiento de animales de ''todo dentro-todo fuera". 

El uso de bardas de concreto sólidas, que no permitan un 

contacto directo entre animales de corrales vecinos, y un 

ambiente con higiene, temperatura y humedad adecuados en la 

explotación, coadyubar§ a mejorar el control de las neumo

nhs (Pijoan,1985), 
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I.9 MACROFAGOS ALVEOLARES 

Los macr6fagos alveolares estan comprendidos dentro 

de las células que forman el sistema de fagocitos mononucle! 

res, el cual comprende a los macr6fagos de los diversos or

ganos y tejidos corporales, as1 como a los monocitos circu

lantes y sus precursores: promonocitos y monoblastos locali

zados en la médula 6sea (Furth van,1985), Este grupo de cé

lulas se originan a partir de una c~lula germinal en médula 

Osea, La c@lula mfis inmadura de la linea es el monoblasto, 

que se divide para dar dos promonocitos, cada uno de los 

cuales a su vez da ortgen a dos monocitos que sin dividirse 

pasan a la circulaci6n, de donde después de cierto tiempo 

pasan a los tejidos, donde pueden ser reconocidos primera

mente como macrOfagos exudativos (células con caracter1sti

cas similares a los monocitos), En los tejidos pueden sufrir 

ciertos cambios en algunas de sus caracter1sticas, como la 

reducciOn en el namero de gránulos de peroxidasa positivos 

y la reaparici6n de ·1a actividad de peroxidasa en el ret1culo 

endoplasmicp rugoso y en la membrana nuclear, Una vez compl~ 

ta4os estos cambios, las células pasan a considerarse como 

macr6fagos exudativo-residentes, para finalmente adquirir 

todas las caractertsticas de un macrOfago residente, consi

derando particularmente su actividad de estearasa (Dieddel

hoff-den Dulk y Furth van, 1981¡ Furth van, 1985), 
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Los macr6fagos alveolares son c~lulas residentes 

de los alveolos, se localizan principalmente en el lumen al 

veolar sobre el epitelio, en los fluidos del revestimiento 

alveolar que contienen el surfactante y protefnas plasmáti

cas solubles , entre las ·que se encuentran inmunoglubulinas. 

Los macr6fagos alveolares se encuentran en una situación 

Onica en el sistema con respecto al resto de los macr6fagos, 

pu~s se hallan expuestos directamente a un medio ambiente 

hiperoxigenado y en contacto fntimo con materiales aerOgenos 

y sanguineos, 

Punciones. 

Las funciones de los macr6fagos alveolares compre~ 

den tres aspectos principales: 

1,· Remosi6n. Estd ha sido la funci6n mds estudiada d~ los 

macr6fagos e involucra tanto su migraci6n como la actividad 

fagocftica en sus distintas fases, reconocimiento de lo ex

trafto, úni6n a la membrana celular del microorganismo u ob

jeto a fagocitar, ingestiOn y digesti6n. 

Aunque la funciOn principal de los fagocitos mon~ 

nucleares sea la eliminaci6n del mate.rial extrafto por endo

citosis, el nümero de macrOfagos que se encuentran general

mente en los tejidos normales o durante la fase inicial de 

una reacciOn inflBll)atoria, es mucho menor del"necesario" 

para la eliminaciOn efectiva del agente extrafio, Por esto 

la migraciOn de monocitos circulantes hacia los tejidos afec

tados ayuda a la eliminaciOn del agente inflamatorio y del 
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tejido necrótico, contribuyendo as! a la restauraci6n de 

los tejidos. Al igual que en el caso de otros rnacr6fngos, 

la rnigraci6n de los rnacrófagos alveolares depende de facto

res quirniotácticos que pueden generarse en la respuesta in

flamatoria alveolar, a partir de factores séricos corno alg! 

nos componentes del complemento y substancias derivadas de 

microorganismos (Me Lennan y De Young,1984), 

Adcrnds de los granulocitos y rnonocitos (rnacr6fa

gos cxudativos) que migran en el exudado inflamatorio, tarn

bien se encuentran proteinas plásmúticas (inrnunoglobulinas 

y factores del complemen.to) que pasan a trav6s de la pared 

vascular. La activación del complemento ocurre localmente 

y los factores resultantes participan en el proceso de qui

miotaxis y opsonizaci6n, Las opsoninas incluyen moléculas 

y complejos como: lgG, C3b, JgG-C3b,o IgM-C3b, que se adhie

ren a las part1culas extrañas. Los macr6fagos presentan re

ceptores de membrana para C3b y Fc(JgG), Para una ingestión 

Optima la part1cula extraña debe estar cubierta con las op

soninas para las cuales existan receptores espec1ficos (Fe 

y C3bl en la membrana del fagocito que le permitan interac

tuar con tales opsoninas fijando la part1cula y facilitando 

su ingestiOn mediante la formaci6n de pseudOpodos por la 

célula, As1 mismo, para una Optl,ma lisis intracelular del 

microorganismo, se requiere de la interacciOn entre prote1-

nas plasm~ticas (IgG,C3/C3b, B/Bb) y los receptores de la 
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membrana, La ingestión de partfculas por fagocitos es se

guida de la fusión fagosoma,lisosoma, lo que permite el con

tacto de lns enzimas liticas lisosomalcs con la particula 

ingerida 1 en ciertos casos los macr6fagqs son "activados" 

por factores como lns linfocinas y el interferón producidos 

por los linfocitos T, Estos fnctorcs determinan que el macr~ 

fago tenga mayor eficiencia bactericida y pueda degradar el 

material ingerido (Reynolds et,al,,1975¡ Pennington et,al,, 

1983; Purth van,1985 ¡ Charley y Prenove 1980), 

2.- Modulaci6n de la respuesta inmune, El macrófago partic! 

pa dentro de ia modulaci6n de la respuesta inmune con la 

producción de monocinas, entre las que se encuentra la ínter. 

leucina 1, 

3.- ModulaciOn del tejido aledafio diferente del sistema in

mune, incluyendo ·la ci totoxicidad directa. 

Esta tercera .funci6n de los macrófagos describe 

la habilidad que estos poseen para modificar el tejido que 

los roden y que no pertenece al sistema inmune, Los macr6fa

gos alveolares, como otros macr6fagos residentes, poseen va

rios receptores de superficie que les permiten responder a 

una amplia variedad de mensajes qu1micos del medio ambiente 

inmediato, Presentan la capacidad de secretar substancias 

[lisosima, elastasa 1 colagenasa) que, si bien pueden aumen

tar el dafio pulmonar, tambien pueden jugar un posible papel 

protector, Producen factores quimiotdcticos para PMN, ademds 
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de radicales superóxido (ani6n), peroxido de hidrógeno y 

radicales oxhidrilo, que tambi!\n pueden eventualmente daf\ar 

al tejido pulmonar cercano. Finalmente, entre otras substa~ 

cias que producen y liberan los macrófagos, se encuentran 

factores que modulan la proliferación de fibroblastos 

(McLennan y De Young,1984) 1 

El estudio de los macrófagos alveolares se ha in· 

crementado en afios recientes debido principalmente al reco

nocimiento de su importante papel en la defensa inmunol6gica 

del pulm6n y a la facilidad para obtenerlos en poblaci6n 

casi pura para su estudio inmediato o en cultivo, 

Obtencitln, 

Myrvik et,al, ()961), fue el primero en describir 

la obtención de los macrófagos alveolares de conejo por me• 

dio de lavados traqueobronquiales, siendo hoy dfa el m@todo 

mAs empleado, con algunas modificaciones, As1 mismo, se pue

den obtener estos rnacrófagos a partir de extracciones acuo

sas de fragmentos pulmonares, 

El lavado traqueobronquial se realiza mediante la 

instilación de f1u1do dentro de los pulmones a traves de los 

conductos aereos con la posterior extracci6n por succien,Del 

fluido recuperado se obtienen principalmente macró!agos (80 

a 95\l y en mucho menor nt1mero linfocitos y granulocitos (S~ 

nior et,al,, 1981¡ Mayer y Lam,1984¡ Pijoan, 1985; Zeidler 

y Kim, 1985), 
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El nOmero de macr6fagos que se recupera en el la· 

vado estn influenciado por la composici6n y temperatura del 

fluido con el que se haga el lavado, y del masaje o la fal· 

ta de este que se d~ .a los pulmones al estar lavando, La 

soluci6n salina fisiol6gica (SSF) o el buffer de fosfatos 

salino (PBS) son soluciones acuosas adecuadas para la reali 

zaci6n de dicho lavado, favoreciendose la viabilidad de las 

c~lulas si se usan estas soluciones n 4ºC, 

Para el mantenimiento !!!. ~ de los fagocitos 

mononucleares no se requieren condiciones muy complejas, El 

uso de medios de cultivo celular bdsicos como MEJ.l·Dulbccco, 

MEM·Eagle y RPMI-1640 suplementados con sueros (10\ v/v) 

suelen ser suficientes , utilizando ademas algOn sistema 

buffer para controlar el pH de cultivo como co2-Bicarbonato 

o buffer HEPES, Los sueros comunmente utilizados son: suero 

fetal bovino (SFB), suero neonatal bovino y suero de equino 

(Senior et,al,,1981; Adams y Edelson,1981). 

En general los cultivos de fagocitos mononucleares 

se mantlenen mejor cuando el monoestrato no es ni confluen· 

te ni escaso, es decir que posee una poblaci6n media de 

aproximadamente 2·3 X 1U5 c~lulas/cm2 (Senior et.al,,1981; 

Mayer y Lam,1984), 

Los macrOfagos,en termines generales, presentan 

una morfolog1a caracter1stica y diferente al resto de las 

celulas de otros tejidos, La morfolog1a de los macr6fagos 
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se ve afectada por la activacidn inmunoldgica, estados de 

enfermedad y tratamientos medicamentosos (quimioíarmaceOti

cos), 

La forma y la complejidad de la morfolog1a super~ 

ficial de la membrana celular de los macrdfagos, son resul

tado de un proceso activo que depende principalmente del ci

toesqueleto celular. Los microfilamentos y los microtObulos 

deben estar intactos para permitir la extenci6n y ondulaci6n 

de la membrana celular, 

En cuanto a la morfolog!a celular de los macr6fa

gos, la mayorta de los autores c~nsideran dos tipos princi

pales de c~lulas: ll COlulas redondeadas y 2) COlulas ex

tendidas o planas, 

Las caracter1~ticas principales que se observan en 

la superficie de la membrana celular son: a) Lamelopodia: 

ondulaciones de la membrana o festones, b) Filopodio$: 

extenciones citoplasmftticas, de diferentes longitudes, de la 

membrana, c) Microvellocidades¡ proyecciones pequeftas regu· 

lares o irregulares (.Parakkal et,al. ,1974), 

Diversos autores informan que los.macr~fagos pul· 

mona res, de diferentes especi~s, re cien o liten idos por medio 

de lavados traqueobronquiales, pre~entan un porcentaje pro

medio de sa.sst de cl!lulas extendidas o planas, Pero que 

despues de aproximadamente 24 hrs, de cultivo in !'..!!!2.• los 

macrOfagos se observan de mayor tamafto y aumenta el pareen· 
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taje de c~lulas extendidas (Polliack y Gordon,1975; Davis 

et.al,,1979; Finch et,al,,1980; McLennan y De Young,1984; 

Zmener,1984; Fetisov y Gasimova,1985), 

Los cambios morfológicos parecen estar acompaftados 

de cambios funcionales, puesto que se ha observado un aumen· 

to en la actividad fagoc1tica de las poblaciones de macr6fa· 

gos que han estado por mns de 24 hrs, en mantenimiento in 

~ (Polliack y Gordon,19.75; Zmener,1984), Mayer y Lamm 

(1984), consideran que esto es debido a una activación in 

~ de tales cl!lulas, provocada quizas por los residuos 

de LPS presentes en el suero fetal bovino utilizado con fr~ 

cuencia para el manteni:miento del monoestrato, Estos mismos 

autores, as1 como Polliack y Gordon (1975), mencionan que el 

incremento en las funciones de los macr6fagos activados de· 

pende en parte de su membrana plasmdtica donde se localizan 

los receptores no espec1ficos y espec1ficos que promueven la 

ingesti6n de part1culas ajenas al organismo hu~sped, Entre 

estos receptores se mencionan los receptores para Fe y para 

complemento, 

Cuando los macr6fagos se ven expuestos a substancias 

t<'lxicas o irritantes, tales como agentes quimicos o bien 

son poblaciones que provienen de humanos fumadores, la mor

folog1a superficial de su membrana plasmdtica se ve alterada 

y presenta menor grado de lamelopodia y aOn, llegan a obser

varse c@lulas lisas, Se.observan tambien prolongaciones 
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irregulares <le la membrami en forma !iul bar y perforaciones 

o hu~cos, al observarse al microscopio electr(!nico de barr!. 

do (Davis et.al ,,1979; l'etisov y r.asimova, 1985). 
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OBJETIVOS 

Tomando en cuenta los antecedentes respecto a los 

factores de virulencia que presenta Actinobacillus pleurop· 

neumoniae, y deseando ampliar los conocimientos respecto a 

la producci6n de factores citot6xicos solubles presentes en 

los.filtrados de cultivo, se decidiO: 

a) Evaluar,en monoestratos de rnacrOfagos alveola· 

res de cerdo, la producci6n de factores t6xicos 

solubles por diferentes serotipos de la bacteria, 

eligiendo para ello los serotipos 1, 3, S, 6 y 7. 

b) Evaluar la producci6n de tales factores durante 

las fases de crecimiento bacteriano. Fase log 

temprana, fase log tardia y fase estacionaria 

temprana, 

c) Averiguar la estabilidad al calor que tales 

factores tempranos presenten, 
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MATERIAi.ES Y METODOS 

I.- MATERIALES, 

a) Cepas bacterianas. Se utilizaron cepas de cinco serotipos 

de Actinobacillus pleuropneumoniae, cedidas por el Dr, C,Pijoan 

(Universidad de Minnesota, Vet 0med, / An, Sci, Bldg,) , serotipo 1 

(cepa 4074), serotipo 3 (cepa 1421), serotipo 5 (cepa k-17), 

serotipo 6 (cepa l'EM0l, serotipo 7 (cepa Wl'83) y una cepa 

no virulenta de scrotipo 1 (cepa Bes.l), 

b) Sueros de referencia, Serotipos 1 al 7, facilitados por 

el Dr. Pijoan, 

c) Medios de cultivo bact·eriano, Agar BllI y caldo BHI (DIFCO 

Lab,, Michignn, Detroit, U,S.A,) suplementado con 10' de ex

tracto de levadura, 10 mg/lt de NAD (Sigma Chemical Co., St. 

Luis, MO, U,S,A, 63178) y 5% de suero inactivado de equino. 

Agar sangre (5-10' de sangre de ovino), 

d) Y.e'dlos de cultivo ·celulares, RPMI -1640 (SIGMA Chemical Co, 

St, Luis,MO?U,S,A, 63178) suplementado con 10\ de suero fetal 

bovino (GIBCO Lab,, Grand Island,N,Y,,U,S,A, 14072) suple· 

mentado con penicilina-estreptomicina (5 mcg/ml) y fungizona 

2,5 mgjml .(GIBCO Lab., Grand Jsland,N.Y.,U,S.A, 14072), 

e) Soluciones, PBS (Buffer de fosfatos salinos, pH" 7,2) ¡ 

Sol. de NaOH (0.1 N), sol, de Tripan azul 1:20 (GIBCO). Bu· 

ffer HEPES (Ac, N-2 hidroxietilen piperazina N·2 etano sulf~ 

nico). 
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I I , • METO DOS, 

a) Curvas de crecimiento, Se estandarizaron las curvas de 

crecimiento de la cepa Bes-1, y las correspondientes a los 

serotipos 1, 3 y 5, Inoculando 107 Unidades Formadoras de 

Colonia (UFC) de la bacteria correspondiente en matraces que 

contenian 400 ml de medio lfquido BHI suplementado, los ma· 

traces se incubaron a 37ºC en agitnci6n, Se iomaron al1cuo· 

tas a las 2, 4, 7, 8 y 18 hrs. del crecimiento bacteriano, 

y se leyeron absorhancins a 540 nm en espcctrofot6metro. Al 

mismo tiempo se sembraron placas por duplicado.de diluciones 

logar1tmicas del cultivo para obtener cuentas viables de las 

2, 4 y 8 hrs, Se realizaron las gr4ficas correspondientes. 

b) PreparaciOn dt los sobrenadantes de cultivo, A las seis 

cepas se les verific6 serotipo mediante la prueba de "agluti· 

naci6n en placa con los antisueros correspondientes, Se ve· 

rific6.la pureza de cada cepa, mediante resiembras en agar 

sangre y agar BHI, Se procedi6 a inocular con l0 7u¡:c en ma· 

traces de 400 ml de caldo BHI suplementado, incubandose a 

37•c con agitaci6n, 

En base a absorbancias leidas espectroíom~trica

mentc se tomaron alícuotas aproximadamente a las 4, 8 y 18 

horas del crecimiento bacteriano (A1= 0,3, A2= 0,8 y A3= 0.95) 

en condiciones de esterilidad, Estas alícuotas se depositaron 

en tubos de centrifuga esteriles desechables y fueron centri 

fugadas durante 20-30 min, a 3000 rpm. Posteriormente, se 
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separaron los sobrenadantcs y se les ujust6 el pH n 7-7.2, 

en los casos necesarios, con sol, de NaOH (0,1 N) esteril, 

para despu!s ser pasados n trav6s de filtros de 0,22 micras 

(Millipore, Co.), excepto en el ensayo 4; separando cada so

hrenadante en 3 alicuotas que fueron procesadas como sigue: 

1) Tratamiento con calor a 56ºC durante 30 minutos, 

2) Tratamiento con calor, 1oo•c durante 10 min .. 

3) Refrigeración, inmediatamente despu6s de obtener los 

filtrados, a 4°C, tambien se refrigeraron los filtrados de 

los incisos 1 y 2, despu@s de ser tratados con calor, NingOn 

filtrado se utilizó despu~s de 48 hrs, de refrigeración, 

Del paquete celular obtenido del centrifugado se 

tom6 una asada para verificar la pureza del cultivo, as1 

mismo se tomó una muestra del filtrado para verificar esteri 

lidad, mediante sembrado en placas de agar sangre. 

c) Macrófa!jos· alveolares de cerdo (MAC), Se sacrificaron cuatro 

lechones cl1nicamente sanos de aprox, 5 semanas de edad. Pro

venientes de la granja de la Universidad de Minnesota, libre 

de Actinobacillus plcuro·pn·eumoniae, Los animales se aneste

siaron mediente la aplicación IM de 2-3 ml de Azaperona (Stres~ 

nil,"Pittman Moore), seguido de 3 ml aprox, de sol, de har

bituratos ,IV. Una vez anestesiados se les sacrificó por sa!!. 

grado y se retiraron los pulmones cuidadosamente, anudando 

con un cordel la laringe para evitar contaminación por v1a 

traqueal, Se retiró el corazón y el conducto digestivo, Se 
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lavaron exteriormente los pulmones y se secciono la trAquea 

en su primer tercio, Los pulmones se llenaron a trav~s de la 

trdquea con Sol. PBS (pH=7,2, esteril y fria) ayudandose con 

una jeringa de 60 ml adaptada a un tubo lrttex, Se usarcJJen 

cada caso 150-180 ml de PBS. Se dio a los pulmones un breve 

masaje manual y por decantaciOn se recobro la sol. de PBS en 

botellas de vidrio esteriles, La operación se· repiti6 dos 

veces en todos los casos, con la mayor asepsia posible. El 

liquido del lavado pulmonar se coloc6 en tubos plttsticos de 

centrifuga estériles y se centrifugaron durante S min. a 

1000 rpm. a 4•c, en centrifuga refrigerada. Posteriormente 

se decanto el sobrenadante y el paquete resultante se resus

pendiO en PBS fresco para lavar las c~lulas, El lavado se 

repitiO una vez mAs y finalmente las cl!lulas se resuspendie

ron en medio RPMI suplementado, 

De está ülti~a suspenciOn se realizo la cuenta de cl\lu~as, 

usando un hemocitOmctro, para ajustar la concentración ce

lular a 2 X 106 cl!l/ml, 

El cultivo de macrOfagos se realizo en placas plA~ 

ticas para cultivo celular (~ostar de 24 pocetas con didme

tro de 16 mm}, En cada poceta se coloco 1 ml de la suspenciOn 

celular y las placas se incubaron en estufa de co 2 (5\ v/v) 

a. 37°C con huR1edad controlada, durante 2-3 hrs. para permitir 

la adherencia de los macr6fagos al fondo plAstico, Transcu· 

rridas las 3 hrs, se eliminll el medio que contenfa las cl\

lulas no adherentes, se lavaron las pocetas con PBS esteril 
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2 veces y se adicion5 finalmente medio RPMI. Posteriormente 

se incubo en estufa de co2 a 37'C durante 24-48 hrs. 

d) Exposici5n de la monocapa de macrófagos a los sobrenadan

tes de cultivo. A los cultivos de macrOfagos de 24-48 hrs, 

de incubación se les decantó el medio de cultivo y se lava

ron con PBS esteril, Despues de eliminar el PBS, se coloco 

el sobrenadante de cultivo de !;_, pteuropneumoniae correspon

diente hasta un decimo del volumen final (0,1 ml del sobre

nadante), Cada sobrenadante se probO por triplicado, As! 

mismo, se incubaron .placas testigo con medio BHJ (similar 

al utilizado para crecer a la bacteria) y PBS esteriles por 

triplicado por caja, Las cajas del cultivo celular se incu

baron durante 30 min, a 37'C y posteriormente se les adicio

nll medio RPMJ frece (aprox, O, 9 ml) ¡ volvicndose a incubar 

en estufa de co2a 37'C durante tiempos preestablecidos, 

Transcurrido el tiempo de incubacilln se decanto el medio y 

se lavll con PBS, Se agregaron 2·3 gotas de sol, de Tripan 

azul (1120) a cada poceta y se observo en microscopio inver

tl.do, 

Se hicieron cuentas diferenciales de aprox. 200-300 

celulas en un campo constante de 10 niJn X 10 mm utilizando 

un objetivo con escala (}.,O, 418, de Zl,9 11)111 de didmetro), 

Las celulas pel"l!leables al colorante se interpretaron como 

no viables y a las ce1u1as no tenidas como viables, Se con· 

taren las celulas pres·entes en las pocetas testigo, consi

derando al n1h!iero de celulas viables en el campo preestable-
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cido como valor 100, Se contaron de la misma manera el na-

mero de c6lulas viables en las pocctas tratadas y obtenien· 

do por diferencia con el promedio de las pocctas testigo, el 

nOmero de c~lulas muertas , 

e) Prcparaci6n de muestras para microscopia electr6nica de 

barrido. En tubos de Leighton de vidrio, que contenían un 

cubreobjeto rectangular marcado mediante un corte en uno de 

sus v~rtices, se colocaron 1.5-2 ml de la suspenci6n de 

macr6fagos (2 X 10 6 cel/ml) y se incubaron durante 2·3 hrs. 

a 37°C en estufa de co2. Transcurrido el tiempo de incuba· 

ci6n se decant6 el medio de crecimiento y se lav6 con PBS 

esteril para eliminar las c~lulas no adherentes, Se adicion6 

medio RPMI fresco y se incubaron hasta alcanzar 24 hrs, de 

Jaantenimiento in vitre. Despu@s de eso los monoestratos se 

expusieron a los sobrenadantes de 4 y 8 hrs, de crecimiento 

de ~· pleuropneumoniae de los serotipos y 5 y se tomaron 

muestras a diferentes tiemposi 1, 2, 4, 6 y 8 horas de in· 

cubaci6ri con cada sobrenadante, Los cubreobjetos contenien· 

do los monoestratos tratados, asf como la muestra testigo, 

se lavaron con Buffer HEPES frfo (4°C) y se fijaron en glu· 

taraldehido al 1%, Posteriormente las muestras fueron lava· 

das en buffer de fosfatos durante toda la noche y posfijadas 

con Osmio al 1\ (Oso4, Stevens Metallurgical Corp, N,Y. 10021) 

en buffer durante 30 min, Acto seguido, se lav6 con agua de~ 

tilada durante 2 min, en cinco oportunides para posteriomente 
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sumerglrlas en una solución saturada de Tiocnrbohidrazina 

(TCH, Polyscince, Valley Road, Warrington,PA) durante 20 min, 

Se repiti6 el lavado y se utiliz6 posterlormente una sol. 

acuosa de Osmio al 1\ durante 30 min., para lavar de nuevo 

con agua destilada por 20 min. Se repitió la soluci6n satu· 

rada de TCH por 20 min,, se lav6 y por altimo se use sol. 

acuosa de Osmio al lt por 30 min, para lavar despu~s con 

agua destilada durante 20 min, con cinco cambios. 

La deshidratación se llev6 a cabo con acetona al 

25, SO, 70, 95 y 100\ sucesivamente, con tiempos de cinco 

minutos en cada caso y con tres cambios de 10 min, en ace

tona al 100\, Seguidamante se realize la deshidrataci6n a 

punto critico y las muestras se colocaron en soportes para 

ser cubiertas con vapores de oro.paladio (Malick y Wilson, 

1975¡ Bill y Revel,1980). 

Se realizaron diferentes ensayos en los que se 

manejaron las variables l diferentes serotipos de ~· pleurop· 

neumoniae, sobrenadantes de diferentes horas de cultivo, con 

o sin tratamiento t~rmico y diferentes tiempos de exposici6n 

de los 11Jacr6fagos, 
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DISE!"O EXPERHIENTAL 

Ensayo ~· Exposfción de macrófagos durante diferentes tic!!!_ 

pos a los sobrenndantes de distintas horas de cultivo de 

~· pleuropneumoniae serotipos 3 y 5. 

a) Los macr6fagos se expusieron por 5, 15 y 30 min., ast como 

por 1, 2, 4, 6, 8 y 18 horas Se utilizaron sobrenadantes del 

serotipo 3 y 5,sin tratamiento t~rmico, de cuatro horas de 

cultivo ( A.p. 3/4h, A.p.5/4h) 

b) Los macrófagos se expusieron durante 2, 4 y 8 hrs, a so

brenadantes de cultivo de 8 y 18 horas, de los serotipos 3 

y 5 (Ap3/8h,Ap3/18h; Ap5/8h y Ap5/18h). 

Ensayo~· Se expusieron macrófagos durante 18 hrs. a sobrc

nadantes de los serotipos 1, 3, 5, 6 y 7 de 4, 8 y 18 hrs. 

de cultivo, con y sin tratamiento t0rmico(56ºC/30 min). 

Ensayo f. Se expusieron macrófagos durante 18 hrs. a los 

sobrenadantes de los serotipos 1 y 5 de 4, By 18 hrs. de 

cultivo, tratados a lOOºC/10 min, 

Ensayo~· Se expusieron los macrófagos durante 18 hrs. a 

diluci:ones de sobrenadantes de 8 hrs. de cultivo, de los 

serotipos 1 y 5, con o sin tratamiento tOrmico (56ºC/30 min). 
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Ensayo !?_. Microscopia electrónica de barrido. Se procesaron 

muestras de monoestratos de macr6fagos alveolares de cerdo 

(MAC) expuestos durante diferentes tiempos, a sobrenadantes 

de 4 y 8 horas de cultivo bacteriano de los serotipos 1 y S, 

para su observaci6n al microscopio electr6nico de barrido. 

Andlisis Estad1stico, Se realizaron andlisis estadísticos 

de Varianza y "t" de Student, para determinar la posible 

existencia de diferencias significativas entre tratamientos, 
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RESULTADOS 

Ensayo ~· Exposici6n de MAC a sobrenadantes de los serotipos 

3 y S de~· pleuropneumoniae durante diferentes tiempos, Se 

observo que el eiecto citocida de los filtrados de cultivo 

es dependiente del tiempo de cxposici6n. El sobrenadante del 

serotipo. S provoco menor porcentaje de mortalid.ad que el se

rotipo 3, Estos resultados se muestran en el Cuadro III.l. 

Ensayo ~· La exposiciOn de macrOfagos durante 18 horas a 

sobrenadantes de filtrados de aproximadamente 4, 8 y 18 hrs. 

de cultivo de~· pleuropneumoniae, serotipos 1, 3, S, 6 y 7, 

as1 como de la cepa Bes-1; evidencio que en la primera reco

lecci6n la cepa Bes-1 del serotipo 1, provoco menor porcen

taje de mortalidad en los MAC que las cepas restantes, !?ara 

el segundo sobrenadante recolectado, el serotipo S fue el 

que presentó menor citotoxicidad, en comparación con los 

otros serotipos. Finalmente, en la recolecci6n de los a1ti· 

mos sobrenadantes se observo que los serotipos 1 y 3 provo

caban una mayor citotoxicidad que los serotipos S, 6 y 7; 

todas estas diferencias fueron altamente significativas 

(p 0,01), Cuadro III.2, 

Sensibilidad al calor, Los ensayos con los sobrenadantes de 

los serotipos 1, S, 6 y 7 sugieren la producci6n de factor(es) 

t6xico(s) de naturaleza termolAbil, ya que su actividad fue 

significativamente disminutda cuando se les expuso a trata· 
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Ap3/4h ºª o o o o 15 20.1 19.3 88.4 

Ap3/8h 8,5 2.0 99,7 

Ap3/18h 3,9 42.7 ea.e 

Ap5/4h o o o 0.3 8.5 2.0 9.6 0.1 68 

Ap5/8h 61.8 66.3 67.9 

Ap5/1Bh 21.3 45.4 36.5 

-----------------------------------------------------------------
l'AC " l<'aeTtlfa~os MWolares <le Cerdo. 

(- )• Datos no recabados. 

Ap3/4h • Sobrenadante del serotipo 3 de !l· pleuropnetmniae, colectado a las 4 h. 

Ap3/8h • Sobren. del serotipo 3 de fl· pleuropne111Dniae, colectado a las 8 h. 

Ap3/18h ª Sobren. del serotipo 3 de (l. pleuropnell!Xlniae, colectado a las 18h. 

Ap5/4h • Sobrenadante del serotipo 5 de fl· pleuropneunoniae, colectado a las 4h, 

Ap5/8h• Sobren. del serotipo 5 de fl· pleuropneunoniae ·, colectado a las 8h, 

Ap5/18h • Sobren. del serotipo 5 de (l. pleuropneunoniae, colectado a las 18h del 

crecimiento bacteriano. 
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miento t~rrnico de 56ºC durante 30 minutos. La actividad ci -

tocida para ~~AC, de estos sobrenadantes se observó s ignlfi -

cativamente disminuida (p O.OS), en la mayada de los ca

sos, Cuadro II I. 3. En el caso del serot ipo 3, es te parece 

producir un factor citocida termoestable que se expresa dtL

rante las primeras 18 hrs. de su crecimiento ,!!!. ~. ya que 

no hubo disminución en el porcentaje de mortalidad de MAC JlOf 

el tratamiento tl!rmico, 

Jln los resultados que se resumen en el cuadro JI I.2, 

tambHn se aprecian las diferencias en producción de facto T(s) 

tl\xic,o(s) de cada serotipo durante sus .fases de crecimien-

to in~: 

1,· El serotipo 1, cepa virulenta, no muestra diferencias 

en producci6n de factor(es) t!ixico(s) termolfibil (es) durante 

las primeras 18 horas de su crecimiento, 

2,· La cepa avirulenta Bes-1, del serotipo 1 sólo mostr6 

menor dtotoxicidad en el sobrenadante correspondiente a 1- a 

primera recoleccil\n de 4 horas de cultivo, 

3.- El serotipo 3, no muestra diferencias significativas en 

la producci6n de factor(es) t6xico(s) termoestable(s) duran· 

te los diferentes tiempos de recolecc i6n. 

4,- Los serotipos S, 6 y 7 muestran diferencias altamente 

significativas en la produccil!n del factort6xico a las 18 

horas de su crecimiento, que contrasta con la menor produ

cci6n de las primera~ horas (4 y 8 horas), 
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Cuadro III.2 Porcentajes Promedio de Mortalidad de MAC expuestos a 
sobrenadantes de diversos serotipos de A,_ pleuropneumoniae. 

Serotipo 4 Hrs. 8 Hrs. 18 Hrs. 

l 99.6Ala2 99,4Aa 96.sAa 

Bes-1 7o.6Bb looAa 95,4Aat. 

5 looAa e9,eBa 18 ,oBb 

6 9e.0Aa 97,7Aa 3,1Bb 

7 99.6Aa 97,9Aa 22,5Bb 

3 100Aa 99,oAa 99,5Aa 

Diferencias en la produccio'n de factor t&'xico temprano de ll.... 
pleuropneumoniae y diferencias en su producción durante las 
primera• 18 Hrs. de cultivo in vitro, entre aerotipos. 

1.- A, B: Valores con diferentes maydsculas en el superÍndice, en la 
misma columna, presentan diferencias altamente significativas 
(p<0.01). . 

2.- a, b : Valores con superlndices iqualea en el mismo rengl6n 
no muestran diferencias altamente significativas (p)Ó,01). 
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Cuadro III.3 Porcentaje de Citotoxicidad de los Sobrenadantes de A. 
pleuropneumonioe para MAC y su labilidad al calor(56°C/30min.) ~ 

Sobrenadantes de cultivo de: 
serotipo 4 Hrs. e Hrs. le Hrs. 
-----------------------------------------------------------------

l 99.6"& 99,4A 96.sA S/T 
53,eB 2 39,9Boc 9,1Bbc C/T 

Bes-1 70,6A 100A 95,4A S/T 
6,sBa 36,3Bb e.sea C/T 

5 iooA e9,eA le.o" S/T 
11.2Ba e.o80 6,7Aa C/T 

6 9e.eA 97,7A 3. lA S/T 
1.180 12 ,9Ba 11. 3Aa C/T 

7 99.6A 97,eA 22.sA S/T 
º·ºªº 29.3Ba 15, 7Aa C/T 

3 loo" 99ota 99,5A S/T 
97,7Aob 10 a 99. 2Ab C/T 

;;~:i~iiid;d-~i-~~i·~;~--¡;;;;¡;;-;i~j~-~;i-""r~~""i:-o~--~¡;;;.;;;¡~;~-;l~ 
Trotomiento Térmico (S/T), Con Trotom!ento Térmico (C/T) 

1,- A, e: Volares con diferentes mayú'sculas en el superÍndice, en la 
mi•mo colu1111a, presentan diferencio• significativas (p<0,05), 

2,- a, b, e: Valorea con auper!ndices iguales en el mismo renglo·n no 
muestran diferencia significativas (p o.os). 
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Cuadro III.3 Porcentaje de Citotoxicidad de los Sobrenadantes de A. 
pleurgpneumoniae para MAC y su labilidad al calor(56ºC/30min.) ~ 

Sobrenadantes de cultivo de: 
serotipo 4 Hrs. e Hrs. 18 Hrs. 
-----------------------------------------------------------------l 99.6AA 99,4A 96.sA S/T 

53. 98 z J9,9Bac 9, 1Bbc C/T 

Bes-1 70.6A looA 95,4A S/T 
6,580 36,3Bb e.sea C/T 

5 looA 89.BA 18.oA S/T 
11.2ªª a.oªª 6.1Aa ~ C/T 

6 99,9A 97,7A 3.lA S/T 
1.1ea 12 ,9Ba 11. 3Aa C/T 

7 99.6A 97.aA 22.sA S/T 
º·ºªª 29,3Ba 15. 7Aa C/T 

3 looA 99.~ 99,5A S/T 
97 • 7Aah 100 ª 99.2Ab C/T 

-----------------------------------------------------------------sensibilidad al calor (56ºc/JO min), del factor citotó'xico: Sin 
Tratamiento Térmico (S/T), Con Tratamlento Teí-mico (C/T) 

1.- A, e: Valorea con diferentes mayúsculas en el superÍndice, en la 
aiama coluana, presentan diferencias siqnificativas (p<0.05). 

Z,· a, b, c: Valorea con auperíndices iquales en el mismo renglo'n no 
muestran diferencia siqnificativas (p o.os¡ • 
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Ensayo f. Los sobrenadantes de los serotipos 1 y S tratados 

a lOOºC durante 10 minutos redujeron su actividad citot6-

xica sobre ~AC (Cuadro 111,4). 

Ensayo g. Al exponer los monoestratos a diferentes dilucio

nes de sobrenadantcs de ~· ~leuropneumoniae serotipos 1 y 

(con y sin tratamiento t@rmico, S6°C/30 min), se encontr6 

que el efecto citot6xico se ve disminuido al aumentar la di

luci6n de los sobrenadnntes probados pero, aan en la dilu

cidn 1:64 se observa cierto efecto citocida (Cuadro III.S). 

Ensayo ~· Microscopia electrdnica de barrido, Las observa· 

ciones al microscopio electrdnico de barrido de monoestratos 

de macrdfagos incubados a diferentes tiempos, permitieron 

constatar que la evolucidn morfol6gica de los MAC parece 

iniciarse con una c@lula redonda, compacta, cubierta con 

multiples vellosidades, Las c@lulas que se adaptan al medio 

de cultivo artificial, comienzan gradualmente a emitir pro

longaciones de membrana gruesas, cortas o alargadas, cubie! 

tas de vellosidades, que les confieren a la superficie un 

_aspecto plegado u ondulado, Las c@lulas que se extienden 

adquieren formas irregulares y pueden presentar alrededor 

festones u olones (lamelopodios) transparentes. En estas 

c@lulas son comunes, particularmente al inicio del cambio, 

las prolongaciones filiformes de membrana largas y delgadas 

(filopodios), Finalmente las c@lulas se extienden sobre la 

superficie, presentando forma irregular, se observan trans-
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Cuadro JI!. 4 Porcentajes de Mortalidad Promedi.o de MJ\C tratados con 

sobrcnadantcs expuestos a 10o•c durante 10 minutos, 

Serotipo 4 hrs 

Ap 1 18,7 

Ap 5 º·º 

Sobrenadante de : 

8 hrs 

15.0 

11.3 

18 hrs 

8,5 

17,8 

Ap l • Sobrenadantc de fl• pleuropnCIJllOniae serotipo 1, 

Ap 5 m Sobrenadante de {l. pleuropnewioniae serotipo 5, 

OJadro III, 5 Porcentaje de Mlrtalidad promedio de 1".AC expuestos a 

Diluciones seriadas de sobrenadantes de 4 hrs. obtenidos por cent'rifugaci6n 

DilucilSn. Apl Apl/T Ap5 

1:1 98.0 \ 43,4 \ 98,2 % 

1:2 97.6 40, 7 96.2 

1 :4 86,5 22,6 92. 7 

1:8 55.1 28, 7 63.0 

1:16 22.1 32,3 45.0 

1 :32 23. 5 26.2 3.0 

h64 16.S 37 .3 20,0 

Apl m Sobrenadante de ~· pleurf?I>nelllJOniae serotipo 1, 

ApS • Sobrenadante de !!· pleurOJ?neunoniae serotipo 5, 

Ap5/T 

43.9 % 

3,9 

22.4 

21. 5 

20,1 

15,3 

14,0 

Apl/T • Sobr. de A.p. Serotipo 1 tratado a 56ºC durante 30 min; 

ApS/T • Sobr, de A.p. Serotipo 5 tratado a S6"C durante 30 min. 
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cuadro 111.6 Efecto de los sobrenadantes de Actinobacillus 
pleuropneumoniae, serotipos l y 5 sobre la morfologÍa de los MAC, 
observaciones al Microscopio electrónico de barrido. 

Tiempos de exposicion de MAC a sobrenadantes: 

s~roti~o/ lhr 2hrs 4hrs 6hrs Bhrs 
JA~~i§n! _____ :: ____ : _____ :: ____ : ______ :: ___ : _____ :: ____ : _____ :: ____ . 

1¡4h 09,9* 10.1 11,3* 20.1 01.0* 18.2 86.5* 13.5 90,1* 1.9 

l/8h 61.0 39.0 59.2 40.8 86'0* 14.0 96•0* 04.0 63.l* 36.9 

5/4h 62.1• 37.J 76.o* 24.o 68.6* 31.4 67.3* J2.7 73.5* 26.5 

5/8h 94,2* 15.8 67.5* 32.5 71.4* 28.6 70.2* 29.8 96.2* 03.8 

Porcentajes Promedio de células redondeadas con pili (I) v.s. c¿lulas 
planadas con ondulaciones (II). Testigo: 49.lt (I), y 50.7% (II). 
c•r." Diierencias significatiya$(p o,os1, con respecto a los nxmoestratos testigo, 
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parentes y con pliegues notorios en la superficie (lamelo· 

podios). 

Para fines prficticos se consider6 que ln morfolo

gia celular presentada por los MAC se encontraba principal

mente dentro de dos tipos : 1) C(!lulas redondeadas con ve

llosidades. 2) Cl!lulas aplanadas con ondulaciones o festones 

(lamelopodios), Se valor6 el efecto de los s'obrenadantes de 

loe serotipos 1 y S, mediante la obtenci6n de porcentajes 

relativos promedio de cada uno de estos tipos celulares 

(cuatro observaciones), Cuadro I!r', 6 y fotograffas, 

En las fotograftas se observa: 

a) Fot. 1 llk>noestrato '&lstigo de MAC, se ve claramente una poblaci6n 

mixta de cl!lulas, donde observamos tanto células redondeadas como céls. 

planas. 

b) Fot.2 ltmoestrato Testigo, las cl!lulas redondeadas ruestran una 

rneni>rana con pili y algunos fi.lipodios. Las cl!lulas aplanadas muestran 

abundante lamelopodia. 

c) Fots.3 y 4 llk>noestratos expuestos a sobrenad. del ser.S de 6_.l!.!/4h, 

11Uestran menor porcentaje de cl!ls, aplanadas y. las cl!ls, redondeadas 

presentan menor cantidad de microvilli. 

d) Fots.S y 6 llk>noestratos de MAC expuestos a sobrenad, del ser.l de 

A.pl/4h y A.p.l/Bh, Las céls, han perdido la mayor!a de sus caracter!sticas 

morfol6gicas de nmnbrana, 

e) Fots. 7 y 8 llk>noestratos de MAC expuestos a sobrenads. del A.p.5/Bh. 

Se observa menor. porcentaje de cl!ls, aplanadas y estas cl!ls, J11Uestran 

una menor lamelopodia en su membrana, 
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Fotograffa Nún.1 Monoestrato de Macr6fagos Alveolares de Credo (l'AC), 
Muestra Testigo, c~lulas mantenidas durante 48 horas en medio IUMI-1640 
y expuestas a medio BHI suplementado durante 1 hora. }lag. 1 X 103. 

l'otograffo NiiM.2 Monoc3trato de f.'AC, Testigo, RW!-1640/48 hrs. y 
BHI/lhr. Mag. 1.6 X 10 • · 



rotografta N~n.3 ~~noestrato de Jl'AC, expuestos duTante 2 horas a 
~obrenadante de cultivo de~· pleuropneumoniac serotipo 5 de 4 hrs. 
de crecimiento. Mag.1. XlO. 

rotografta J\'l'Jn.4 Monocstrato de ~'.AC, expuestos durante 6 horas a 
sobrenadante de cultivo de A. pleurorne1J110niae serotipo S de 4 hrs. 
de crecimiento, Vag. 1.6 X f03'. 



Fotograf1a Nllin.S :f.'onoestrato de MAC, expuestos durante 2 horas a 
sobrenadante ~e 4 hrs. de cultivo de~· plcuropneirnoniae ser.1 
Mag. 1, X 10 . 

Fotografta Nllm.6 ~'onoestrato de MAC, expuestos· ciurante 6 horas a 
sobrenadante ~e 8 hrs. de cultivo de~· pleuropneumoniae ser. 1 
~ag.~:._~ X 10 • 



Fotograffa Nh. 7 Monoestratos de ~~, expuestos durante 2 horas a 
sobrenadantes

3
de 8 hrs. de cultivo de ~· pleuropneunoniae ser. 5 

!lag. l. X 10 . 

Fotograffa N6n.8 r.!onoestrato de !IN:., expuestos durante 6 horas a 
sobrenadante de 8 hrs. de cultivo de A. pleuropneunoniae ser.S 

3 -
l'lag. 1.6 X 1-0 , 



DISCUSION 

Actinobacillus pleuropneumoniae se caracteriza por 

producir graves lesiones en el tejido pulmonar del cerdo. 

Existen varios reportes en los que se menciona que los dive~ 

sos serotipos de esta bacteria presentan diferentes grados 

de ~irulencia (Rosendal et.al.,1985), Sin embargo, aan no 

se han descrito con claridad los mecanismos involucrados, 

Entre las substancias involucradas figuran pre

dominantemente el lipopolisacarido bacteriano (LPS), que 

posee en general una alta actividad trombogenica, activa el 

factor XII de la coagulaci6n, produciendo coagulaci6n, fi

brin6lisis y activaci6n de quininas, Es ademas, capaz de· 

producir una permeabilidad vascular alterada al interactuar 

con el sistema vascular pulmonar (~enwick. Osburn,1986f). 

Los reportes que existen hasta el momento permiten 

suponer que el LPS de Actinobacillus pleuropneum·oniae pre

senta estructuras similares a las observadas en otras bacte

rias Gram negativas, La composici6n qufmica de su pared es 

p recida a la de otras Gram negativas variando s6lo en los 

porEentajes de composici6n, Se ha reportado el uso exitoso 

de mutantes rugosas de ~· S2!l. (cepa J·S) en la prevenci6n 

de la mortalidad por pleuroneumonfa; ademas de disminuir 

notablemente el porcentaje de mortalidad tambi@n se observ6 

menor severidad en las lesiones causadas, Las c@lulas completas 
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de Ac tinobac i llus pleuropneumoniae son capaces de naso rver 

anticuerpos específicos contra LPS de g. ~· esto es es -

pecialmente cierto en las cOlulas provenientes de la fase 

logar1tmica media del crecimiento bacteriano, por lo que 

se considera que el LPS de este Actinobacillus comparte de· 

terminantes antigl!nicos con el LPS de ,!?_, ~· Estos ep!

topes probablemente se encuentran en la parte central del 

LPS, y sdlo se encuentran expuestos cuando las cadenas de 

carbohidratos mlls externas no se han completado, 

Aparentemente la protecci!ln que confieren 1os an· 

ticuerpos contra LPS de E.• ~. radica en la prevencl6n o 

inhibicidn de la actividad trombogt!nica del LPS de 6_. pleu· 

ropneumoniae ·durante la fase temprana de la infeccic5n, Los 

anticuerpos probablemente contribuyen a la estimulac ídn de 

la opsonizaci6n y remosi6n por macrOfagos, La inmuni zaci6n 

con mutantes rugosas de ,!l_, coli no previene la infeccl6n, 

pero la protecci6n inespec1'.fica temprana que provee, puede 

dar tiempo a la activacidn de las defensas especHicas del 

hul!sped, Lo anterior permite ver que el LPS de !l• p 1europ· 

neumoniae constituye un factor importante de virulencia, p~ 

ro no explic.a por completo todo el cuadro patoltlgico, Espe

cialmente, el LPS no se asocia con lesiones necrllticas y la 

inmuni zac i6n contra esta mo ll!cula protege slllo pare ialmente 

a los cerdos (Fenwick et.al, ,1986ae), 

La ctlpsula, es otro factor de virulencia del !!• 
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pleuTopneumoniae , pTobablemente le confieTe protección 

ante la fagocitosis, posee determinantes antig6nicos 

tipo-espec1ficos .mediante los cuales se han descTi to ya 

doce seTotipos de la bacteria, se sabe que la infección 

poT este micTOOTganismo confiere a los animales que se re 

cupeTan, pTotecci6n heterotfpica fTente a subsecuentes 

exposiciones, Por otro lado, la inmunizaci6n con bacterias 

s6lo protege contra el serotipo involucrado, Aparentemente 

esto se debe a que el polisacarido capsular expresa sOlo 

ant1genos tipo-especfficos y cepa•especfficos, mientras 

que algunos componentes del LPS expresan ademds ant1genos 

especie-especfficos y antfgenos comunes con otras bacte· 

rias Grrun negativas, Ya antes se demostró que los cultivos 

jovenes (6 hrs, de crecimiento bacteriano) provefan mejor 

protecciOn que los cultivos de fase estacionaria tardía, 

lo cual probablemente se deba al hecho de que la bacteria 

en la fase logarf tmica de crecimiento so halla en un periOdo 

de reproducciOn acelerado que posiblemente permite que 

el cuerpo bacteriano exponga algunos de los determinantes 

antigenicos internos (Fenwick et,al,,1986a), 

Los polisacaridos capsulares purificados han mostr~ 

do no ser por si solos suficientemente inmunogenicos, como 

para que se les use en la prevenciOn de la pleuroneumonfa 

a pesar de que los cerdos convarcscientes presentan anticue!. 

pos contra el polisacarido, Aunque algunos resultados re· 

ciantes demuestran que la cdpsula es de hecho uno de los 

- 62 • 



principales antigenos protectivos, esta substancia al igual 

que el LPS s6lo explica parcialmente la patologia <le la 

pleuroneumonra (Penwick et,al,,19R6c), 

Las comunicaciones previas sobre la producción de 

factores tóxicos liberados al medio de cultivo por ~. ~

ropneumoniae, mencionan la presencia de factores termoesta

bles y factores termolábiles tóxicos para macr6fagos alveol! 

res de cerdo, En el presente trabajo se abordaron algunas de 

las caracter1sticas de producción de factores t6xicos solu

bles producidos por diferentes serotipos de la bacteria. Se 

encontró que el Actinobacillus produce al menos un factor 

citocida para macr6fagos, durante las primeras 18 horas del 

crecimiento bacteriano in vi tro ,. Este factor c i totóxico tem

prano es lábil al calor (56ºC/30 min,) a diferencia del fac

tor citot6xico para macr6fagos reportado por Kume et.al. 

(1986), el cual fue obtenido a partir de sobrenadantes de 

cultivo de 48 horas, termoestable )' compuesto· principalmente 

por carbohidratos. Debido a esto, es posible que el factor 

citot6xico temprano termolábil sea diferente al reportado por 

Kume et .al. (1986). 

Es.tos resultados concuerdan con los presentados 

por Trumper (1985), quien menciona haber detectado la pro· 

duccilln de una t!!xina termolllbil en el sobrenadan te de 8 hrs. 

de crecimiento bacteriano, de una cepa del serotipo S. Este 

autor probll la citot6xicidad del sobrenadante en sistemas 
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celulares diferentes a los macr6fagos alveolares, conclu

yendo que se trata de un factor de características proteicas. 

Boyd y Rosendal (1985), tambien reportaron la actividad cit! 

t6xica de fracciones obtenidas a partir de sobrenadantes de 

~· pleuropneumoniae, que afectan principalmente a macr6fa

gos alveolares de cerdo y cuya actividad era sensible a lZOºC 

durante 10 min,, pero resistfa 60~C durante 60 min, Algunos 

trabajos recientes con hemolisina obtenida de cultivos jo· 

venes de !:!_. plcuropneumonine y que demuestran que esta sub~ 

tanela es ldbil al calor y a la tripsina,hacen pensar en 

ln probabilidad de que esta hemolisina temprana sea la misma 

substancia citot6xica temprana (Fedorka·Cray et,al.,1987), 

Se observ6 que tanto la cepa virulenta como la 

cepa avirulenta (Bes-1) del serotipo 1 de ~· pleuropneurnoniae 

producen el factor tóxico desde las primeras horas (4 hrs.) 

del cultivo in Y.!.!.!!!. y que mantienen la producci6n aün hasta 

las 18 hrs, De esto resulta evidente que la producción de 

.este factor citot6xico no es a responsable determinante de la 

diferencia en patogenicidad encontrada entre estas dos cepas, 

Cabe seftalar, que en cepas del serotipo 5 se ha demostrado 

que "1a diferencia entre cepas virulentas y cepas avirulentas 

radica en la estructura y adhesión de la cApsula al cuerpo 

bacteriano, Es posible que la diferencia entre Bes·l y la 

cepa virulenta del serotipo 1 tambien ;adique en la estruc

tura capsular y no en la secreción de toxinas , 

• 64 • 



ESTA TESIS NO DEBE 
SAUI 8E LA BiBUIJECA 

f:n contraste con las cepas probadas del serotipo 1, 

en los serotipos 5, 6 y 7 la producción aparece desde la• 

primeras 4 hrs. del crecimiento bacteriano pero, en los sobre 

nadantes de 18 hrs. se observa una marcada disminución en la 

expresi6n <le tal toxina,. esto po<lr1a explicar los diferentes 

grados de virulencia entre serotipos, No es claro porque la 

citotoxina desaparece de los cultivos de 18 hrs., algunas 

posibilidades que se pueden explorar en el futuro, son las 

que sugieren que las bacterias de estos serotipos producen 

una proteasa tardía que destruya a la toxina, misma que no 

estar1a presente en las cepas del serotipo l. Alternativa

mente la diferencia podr1a radicar en la forma en que estos 

serotipos responden al calcio, El serotipo 1 requiere calcio 

para iniciar la sfntesis de la citotoxina, en tanto que 

otros serotipos usan el calcio durante la actividad <le la 

citotoiina (Frey y Nicolet, 1987), 

El efecto citocida, de los sobrenadantcs, para MAC 

fue'depcndiente del tiempo y la dosis de exposición, adem~s 

de la fase del crecimiento bacteriano, 

A diferencia de lo antes mencionado para los ser~ 

tipos 1, S, 6 y 7; el serotipo 3 expresó la producción de un 

factor citocida para macrófagos con caracteristicas de ter

moestabilidad a 56ºC durante 30 min, Dicho factor se expresó 

desde las primeras horas de cultivo (4 hrs.) y aan hasta las 

18 hrs. No resulta claro si el serotipo 3 carece de toxina 

- 65 -



tcrmosensiblc o si esta fue enmascarada por la toxina tcrmo

estable. Resulta interesante sefialar que este serotlpo difi! 

re de los demds por su baja virulencia, esta baja virulencia 

podr1a deberse a la falta de producción de toxina termolá

bil. 

Se ha demostrado que el LPS purificado de este mi

croorganismo no es capaz de reproducir todas las lesiones 

observadas en animales que sufren la infección natural, ni 

en aquel los en los que se induce la enfermedad en forma ex

perimental, Sin embargo, el sobrenadante de cultivo si es 

capaz de reproducir la necrosis y hemorragia, en rat.ornes 

inoculados intranasalmente, mientras que el previo calenta

miento (lOOºC/10 min,) de los sobrenadantes disminuye la 

aparición de lesione~ y no se observa necrosis (Udeze et.al,, 

1987)¡ por loque existe la posibilidad d~ que el factor tó

xico temprano (TL) sea el responsable de la necrosis obser

vada en las lesiones causadas por ~. pleuropneumoniae en 

cerdos infectados, 

AOn no se han realizado estudios sobre la inmuno

genicidad de tal factor TL, por lo que un mejor conocimiento 

sobre este punto proporcionarla un resultado complementario 

en la busqueda de ún adecuado inmun6geno o bien del uso de 

fracciones inmunog6nicas~ combinadas, capaces de prevenir la 

infección por ~· pleuropneumoniae, 

En resumen, el presente trabajo describe un factor 

- 66 -



citot6xico termolábil temprano elaborado por In mayoria de 

los serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae, Las difere~ 

cins en secreci6n de este factor entre serotipos se relacionan 

con las diferencias observadas en su virulencia, Esto, sin 

embargo, no es cierto para cepas del mismo scrotipo pero 

con diferente virulencia, Dado que este factor parece rela

cionarse con algunas lesiones importantes de la pleuroneumo

nia, es importatnte continuar los estudios para determinar 

su estructura y su antigenicidad, 
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