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» Resumen

La introduccion de Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) en una ex-
plotacion naive (que nunca ha tenido contacto con la enfermedad) de
animales portadores puede tener como consecuencia la aparicion de
pleuroneumonia clinica. Por eso, en el control de la enfermedad es una
prioridad la identificacion de los animales infectados subclinicamente.
Se han desarrollado diferentes pruebas para la deteccion de anticuerpos
frente a APP y unas cuantas de éstas se utilizan de forma rutinaria. Al-
gunas pruebas son especificas de especie (detectan todos los serotipos
de APP sin diferenciarlos), mientras que otras identifican el serotipo/
serogrupo implicado. La interpretacion de estos datos requiere infor-
macion actualizada sobre serotipos importantes recuperados de cerdos
enfermos en una zona o pais determinado. Ultimamente se han desa-
rrollado métodos de serotipificacion basados en técnicas moleculares
que estan listos para utilizarse por la mayoria de los laboratorios de
diagnostico. Excepcionalmente, cuando se obtienen resultados serolo-
gicos no concluyentes, a veces se intenta la deteccion directa de APP
en las amigdalas. El uso correcto y la interpretacion de las pruebas de
diagnostico es esencial para el control de la pleuroneumonia en las
explotaciones porcinas.

Palabras clave: Actinobacillus pleuropneumoniae, pleuroneumonia,
serotipificacion

» Summary

Actinobacillus pleuropneumoniae heterogeneity
of pathogenicity

The introduction into a naive herd of Actinobacillus pleuropneumoniae
(APP) carrier animals may have as a consequence the appearance of
clinical pleuropneumonia. As such, the identification of subclinically
infected herds is a priority in the control of the disease. Different tests
for the detection of antibodies against APP have been developed and
a number of these are routinely used. Some are APP species-specific
tests (detecting all serotypes of APP without differentiate them) whe-
reas others identify the serotype/serogroup involved. The interpreta-
tion of such data requires good information about prevalent serotypes
present in a country. Serotyping methods based on PCR techniques
have been developed lately and should be used by most diagnostic
laboratories. Exceptionaly, direct detection of APP from tonsils of ca-
rrier animals should be performed. The correct use and interpretation
of diagnostic tests is essential to control pleuropneumonia in swine
herds.

Keywords: Actinobacillus pleuropneumoniae, pleuropneumonia,
serotyping

Contacto con el autor: Faculty of veterinary medicine, University of Montreal. Email: marcelo.gottschalk@umontreal.ca

28 m SUIS N° 121 Octubre 2015




Published in IVIS with the permission of the editor

a pleuroneumonia porcina cau-

sada por Actinobacillus pleu-

ropneumoniae (APP) es una en-

fermedad contagiosa que causa
importantes pérdidas econdémicas en todo
el mundo. Los principales signos clinicos
de la enfermedad aguda son anorexia,
depresion, fiebre, tos, disnea y/o polip-
nea [1]. La enfermedad puede evolucio-
nar muy rapidamente y a las pocas ho-
ras se puede producir la muerte de algtin
animal. También puede tomar una forma
crénica donde los signos clinicos no son
tan evidentes, pero produce pérdidas de
produccién vy, por lo general, se observan
lesiones en las canales (como adheren-
cia, pleuritis y abscesos pulmonares). En
muchas explotaciones APP estd presente
en una forma subclinica. Esto sucede a
menudo en los rebafios convencionales,
que pueden estar infectados simultdnea-
mente no sblo con diferentes serotipos
de baja patogenicidad, sino también con
serotipos mads virulentos [1]. En este ul-
timo caso, los brotes pueden aparecer
de repente en presencia de enfermeda-
des concomitantes 0 como consecuencia
de medidas de manejo. Por lo tanto, la
identificacién temprana de los rebafios
infectados subclinicamente es importan-
te para el control total de la enfermedad,
como los animales portadores son una
de las principales fuentes de transmision
entre los rebafios. La presentacion de un
brote de enfermedad clinica estd relativa-
mente bien controlado en los EE. UU. y
Canada, pero es un problema importan-
te en muchos paises de América Latina,
el Caribe, Asia y Europa. En América
del Norte, los esfuerzos se han dirigido
principalmente a monitorizar infecciones
subclinicas en la cria de rebafos y man-
tenerlos libres de cualquiera de los seroti-
pos comunes mds virulentos de APP o de
todos los serotipos de APP. Se observan
casos clinicos ocasionales en explotacio-
nes con un alto estado sanitario, infecta-
das con serotipos no tipicamente asocia-
dos con la enfermedad en el pasado. La
normalizacién y la aplicaciéon de nuevas
herramientas de diagndstico ha tenido
un tremendo impacto en el diagndstico
y control/eliminacién de estas infecciones
subclinicas. Se han producido situaciones
en las que los profesionales experimenta-
dos han tenido que tomar decisiones difi-
ciles sobre el estado de las explotaciones,
en particular el trabajo con multiplicado-
res y nucleos. Excepcionalmente, algunas
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P> Clasificacion

APP puede clasificarse en funcién de sus caracteristicas de crecimiento in vitro y
necesidades de factor V (NAD) en el biotipo | (NAD-dependiente) o biotipo Il (NAD-
independiente) [1]. Los veterinarios deben ser conscientes de que los aislados de
biotipo Il, a veces conocido como APP atipico, pueden causar problemas clinicos
y no pueden identificarse facilmente en los animales portadores mediante proce-
dimientos de aislamiento que han sido estandarizados para detectar el tipico bioti-
po |. Actualmente hay 15 serotipos reconocidos de APP (segun la composicion del
polisacarido capsular). De estos, los serotipos del 1 al 12 y el 15 se han descrito
como biotipo | APP, y los serotipos 13 y 14 como el biotipo Il atipico. Sin embargo,
algunas cepas europeas de los serotipos 2, 4, 7 0 9 también pueden ser biotipo Il
atipicos y los aislamientos de América del Norte del serotipo 13 son del biotipo .
Algunos serotipos comparten antigenos comunes (en el LPS); estos antigenos se
utilizan actualmente en pruebas seroldgicas y se clasifican en grupos serologicos:
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serotipos 1, 9y 11; serotipos 3, 6, 8 y 15; serotipos 4y 7 [1].

de estas situaciones han terminado en los
tribunales de justicia.

DISTRIBUCION DE
SEROTIPOS: EL PROBLEMA
DE LA SEROTIPIFICACION

La serotipificacion de APP es de gran inte-
rés, ya que diferentes serotipos tienen di-
ferente potencial de virulencia en funcién
del origen geografico (tabla 1). Casi no
hay datos publicos disponibles de la dis-
tribucion de los serotipos en la mayoria
de los paises durante los tltimos 20 afios.
La serotipificaciéon completa usando anti-
cuerpos con una variedad de pruebas sero-
légicas es proporcionada por muy pocos
(si los hay) laboratorios de referencia es-
pecializados en diferentes paises. Ademas,
las reacciones cruzadas con anticuerpos
observadas a menudo impiden la correcta

identificacion de algunos serotipos. Para
superar estos problemas, recientemente
se han desarrollado varias técnicas mole-
culares (principalmente PCR) que pueden
adaptarse ficilmente y deben utilizarse a
partir de ahora por los principales labora-
torios de diagndstico [2]. De hecho, desde
la vigilancia seroldgica para la deteccion
de los animales infectados subclinicamen-
te en granjas convencionales deben diri-
girse hacia los serotipos mds importantes
de un determinado pais o continente, los
datos de la serotipificacion son indispen-
sables. Ademds, las vacunas de células
enteras (bacterinas: comerciales o auté-
genas) proporcionan proteccion frente a
un serotipo especifico [1]. La prevalencia
de un serotipo debe estar estrechamente
asociada a los serotipos recuperados de
animales enfermos, lo que serfa una indi-

Tabla 1. Serotipos APP comiinmente asociados con la enfermedad en diferentes areas.

Area Serotipos
América del Norte 5,7,8%
América latina®/Caribe® 1,5,7

Europa occidental®

2,9, 11, 8% 5, 44

Europa oriental®® 1,9,2,5,7,8
Asia® 5291
Australia 15,7,5

aExplotaciones con alto estado sanitario.
5Confirmaciéon por PCR: Reino Unido.

°Datos disponibles en muy pocos paises (muchos: datos no publicados).

4S6lo en Espana, raro en otros paises.

°Pocos datos disponibles: Republica Checa, Croacia, Polonia.
(Nota: en la mayoria de los paises no hay datos disponibles desde los Ultimos 20 afnos).
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La evolucion de la enfermedad difiere de unos animales a otros, dependiendo de la extension de las lesiones pulmona-

res y del tiempo de iniciacion del tratamiento terapéutico.

cacion de los serotipos mds virulentos en
una region/pais especifico. Para APP, los
serotipos que son altamente prevalentes
por serologia o mediante la detecciéon de
animales portadores infectados subclini-
camente son a menudo diferentes de los
recuperados con frecuencia de los anima-
les enfermos, como se muestra reciente-
mente en Canadd [3]. Ademds, algunos
serotipos (como los serotipos 6, 8, 12 y
15) presentan un alto grado de transmi-
si6n, incluso en ausencia de signos clini-
cos, asi las explotaciones infectadas por
estos serotipos se detectan mds ficilmente
por serologia, especialmente cuando se
estudia un namero reducido de animales
y explotaciones.

Prevalencia de los serotipos

Es importante tener en cuenta que la pre-
valencia de los serotipos entre animales
enfermos también pueden cambiar con el
tiempo, haciendo hincapié en la necesidad
de una vigilancia continua. Historicamen-
te, los serotipos 1y 5 se consideraron al-
tamente virulentos en América del Norte
y la mayoria de los casos clinicos fueron
causados por estos serotipos. Esto ha
cambiado en los dltimos 15 afos: el sero-
tipo 1 del APP es actualmente muy raro,
probablemente como consecuencia de la
ausencia de este serotipo en los animales
de la mayoria de las explotaciones. En Ca-
nada, el 80 % de los aislados recuperados
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de casos clinicos en explotaciones conven-
cionales pertenecen a los serotipos 5 o 7,
en proporciones similares. Estos dos se-
rotipos deben considerarse como los mds
importantes en explotaciones comerciales
en América del Norte, ya que, por lo ge-
neral, los casos clinicos causados por estos
dos serotipos dan como resultado una alta
mortalidad. Las explotaciones con un alto
estado sanitario de América del Norte a
veces se infectan por APP; sin embargo,
en general, los casos clinicos observados
en dichas explotaciones son casos espora-
dicos con mortalidad relativamente baja,
pero alta morbilidad, causadas en su ma-
yoria por los serotipos 8, 12 o 15 (datos
no publicados). Otro ejemplo de conmu-
tacion del serotipo es Corea: el serotipo 1
estuvo ausente en este pais hasta 2005,
cuando se introdujo probablemente a tra-
vés de animales portadores: el 10 % de los
aislados ya pertenecia a este serotipo entre
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2006 y 2010, y un tercio de los aislamien-
tos recuperados de animales enfermos en
2014 son del serotipo 1.

CEPAS QUE PERTENECEN AL
MISMO SEROTIPO, PERO CON
DIFERENTE VIRULENCIA

Como puede observarse en la tabla 2, la
virulencia de los aislamientos que perte-
necen a un mismo serotipo puede variar,
por lo general, en funcién del origen geo-
grafico. Los animales infectados experi-
mentalmente con cepas francesas de APP
serotipo 2 mostraron signos clinicos unas
pocas horas después de la inoculacion y
presentaron una alta mortalidad. Los
animales infectados con cepas canadien-
ses del mismo serotipo no presentaron
ningtn signo clinico, ni fiebre (observa-
ciones no publicadas). Hay una clara
diferencia entre los dos grupos de cepas
serotipo 2: las cepas europeas producen
toxinas ApxIl y ApxIIl, mientras que las
canadienses (y estadounidenses) solamen-
te producen ApxIIL. Sin embargo, no estd
completamente claro si tal diferencia pue-
de explicar la falta de virulencia. Por otro
lado, las cepas con el serotipo 4 se descri-
ben como altamente virulentas en Espafia
y no tanto en el resto de paises. Cuando
se compara con dos cepas del mismo se-
rotipo aisladas de animales clinicamente
sanos en Canadi (los tnicos aislamientos
recuperados en América del Norte has-
ta ahora), no se detectan diferencias en
relacién con la produccién de toxinas o
caracteristicas antigénicas (observaciones
no publicadas). Sin embargo, las infec-
ciones experimentales simultineas con
ambos tipos de cepas todavia no se han
realizado. Por ultimo, las cepas con el se-
rotipo 15 son clinicamente importantes
en Australia, pero se aislan con menor
frecuencia en otros paises, como Canada,
los EE. UU., México, Japén o Brasil.
Hay serotipos que en la mayorfa de los
paises se consideran de baja o modera-

Tabla 2. Ejemplos de la variabilidad en la virulencia de las cepas de APP que pertenecen al

mismo serotipo aislado a partir de diferentes localizaciones geograficas.

Serotipo Origen Virulencia
2 Europa/Canada alta/baja
4 Espana/Canada alta/baja
15 Australia/otros alta/moderada
8 UK/Canada alta/moderada
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da virulencia (serotipos 3, 10, 14). Los
serotipos 10 y 14 no se recuperaron casi
nunca de los animales enfermos. El se-
rotipo 3 deberia considerarse como un
serotipo de baja virulencia. La mayoria
de las cepas identificadas como sero-
tipo 3 y aisladas de casos clinicos en el
pasado, fueron mds recientemente iden-
tificadas como serotipo 8. De hecho,
practicamente el verdadero serotipo 3 es
muy raramente aislado de casos clinicos
[4, 5]. Por ultimo, aunque la mayoria de
las cepas de un serotipo determinado en
un 4rea geografica especifica tendrian un
potencial de virulencia similar, pueden
ocurrir algunas excepciones. Genética-
mente se demostrd que algunas cepas de
serotipo 1 aisladas de animales sanos de
granjas que no presentaban signos clini-
cos de pleuroneumonia eran incapaces
de producir enfermedad tras la infeccién
experimental de los animales suscepti-
bles (observaciones no publicadas).

UNA SOLA CEPA PUEDE
CAUSAR PROBLEMAS
CLINICOS EN UNA PIARA
PERO NO EN OTRA

En algunos aspectos APP sigue siendo un
misterio. El problema es predecir cuando
se pueden desarrollar los problemas clini-
cos en una piara infectada subclinicamen-
te, que es también una de las razones por
las que todavia hay problemas con APP
hoy en dia. El aislamiento de una cepa que
pertenece a un serotipo virulento en ani-
males portadores sanos no significa que la
cepa no sea virulenta. Usemos un ejemplo:
un multiplicador seroldgicamente positivo
para un serotipo virulento (pero libre de
infeccién clinica y sin lesiones tipicas en el
matadero) que vende animales a una piara
convencional conocida libre de este seroti-
po. Si los signos clinicos aparecen en el re-
bafio convencional... ;Podemos sospechar
que la cepa es la misma que estd presente
en el multiplicador, mismo si en este ulti-
mo no induce signos clinicos? En realidad
no es facil de probar, pero es posible tener
una cepa que no cause ningun signo clini-
co o lesiones en un rebafio pero que esté
creando problemas en otros rebafios con
un estado sanitario distinto y/o que utiliza
un sistema de manejo diferente.

Estado sanitario de la explotacion

Como tal, la enfermedad APP puede
estar directamente relacionada con las
condiciones de la piara. Antes hemos

mencionado que las cepas del serotipo 2
de América del Norte son en general, no
virulentas. En Canadd tenemos, una o
dos veces al afio, la enfermedad clinica
en los rebafos convencionales causada
por cepas del serotipo 2. Estas cepas
también producen una sola toxina, si-
milar a las descritas como no virulentas
en una infeccién experimental. Por otro
lado, los serotipos de relativamente baja
virulencia (como el serotipo 12) a menu-
do causan la enfermedad en rebafios con
un alto estado de salud, libres de infec-
ciones mds importantes, pero con mucha
menos frecuencia en los rebafios conven-
cionales ya infectados por otros agentes
patdgenos, incluidos otros serotipos de
APP y A. suis. Puede emitirse la hipote-
sis de que en esos rebafios, los animales
tienen niveles relativamente altos de an-
ticuerpos contra las toxinas (producidas
por otro APP o A. suis) que tal vez pro-
tegen a los animales frente a las cepas
de baja virulencia. Asi, en los rebafios
convencionales, los serotipos virulentos
pueden utilizar infecciones concomitan-
tes para inducir la enfermedad, pero en
rebafios de alto estado sanitario, la au-
sencia de otros microorganismos puede
predisponer a los animales, que son mds
susceptibles a los serotipos menos viru-
lentos. Sin embargo, esto es sélo una hi-
potesis y no todo es claro y comprensible
en lo que a este patogeno se refiere.

DETECCION DE

ANIMALES INFECTADOS
SUBCLINICAMENTE

La serologia es el método de diagndstico
mas rentable para identificar animales
infectados subclinicamente por APP [1].
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Originalmente, la fijacion del comple-
mento se utilizd en gran medida, pero
se ha abandonado en la mayoria de los
paises debido a su baja sensibilidad y es-
pecificidad. Esta prueba sigue siendo ne-
cesaria, curiosamente, por la Republica
Popular de China para importar animales
vivos en su territorio [6]. Actualmente, las
pruebas ELISA son muy utilizadas y hay
dos tipos de pruebas seroldgicas:

m Las que son serotipo/serogrupo especi-
ficas basadas en la cadena O del LPS [7].
m Las que detectan todos los serotipos de
APP (sin discriminacion entre los seroti-
pos) basados principalmente en la toxina
ApxIV [8].

El LPS-ELISA es la prueba mds conocida
y mejor estudiada para medir los anti-
cuerpos frente a los serotipos especificos
o serogrupos de APP: 1/9/11; 2, 3/6/8/15;
4/7; 5,10, 12, 13 y 14 y que ha sido am-
pliamente utilizado en América del Norte,
Dinamarca y Francia. Estan disponibles,
al menos, dos kits comerciales. Por otro
lado, ApxIV, una toxina especifica para
APP, se ha utilizado en la prueba ELISA
para detectar anticuerpos frente a todos
los serotipos. También hay disponible un
kit comercial. Se ha sugerido que los ani-
males infectados subclinicamente por APP
(en ausencia de signos clinicos) pueden
inducir niveles bajos de anticuerpos frente
a las toxinas [9]. De hecho, recientemente
se report6 una sensibilidad relativamente
baja para esta prueba [6]. Se demostrd que
el nuevo método de fluorescencia basado
en inmunoensayo con microesferas que
utiliza el mismo antigeno posee mayor
sensibilidad que la prueba ELISA [10].

La deteccién de anticuerpos por ELISA
de LPS y ApxIV frente a serotipos/sero-

Consolidacion pulmonar en un cerdo afectado por Actinobacillus pleuropneumoniae.
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grupos especificos y todos los serotipos
de APP, respectivamente, son a la vez uti-
les, pero deben utilizarse adecuadamente.
Aunque los resultados falsos positivos se
han descrito excepcionalmente [11], los
rebafios con un estado de salud alto ya co-
nocidos por ser APP libres pueden decidir
utilizar la prueba basada en ApxIV como
instrumento de vigilancia. Puede ser la hi-
potesis de que a pesar de que este antigeno
parece presentar menor sensibilidad que el
LPS-ELISA [6], una cepa APP que habria
sido introducida en un rebafio completa-
mente naive inducirfa la seroconversion y,
dependiendo de la cepa, una seroprevalen-
cia detectable. Bajo estas circunstancias, la
prueba ApxIV-ELISA deberia aumentar
su sensibilidad. Si se observan reacciones
positivas en los rebafios, los sélidos datos
serolégicos que utilizan antigenos de dife-
rentes serotipos de APP deben estar dispo-
nibles. De lo contrario, serfa muy dificil
evaluar el nivel de riesgo de la enfermedad
si las reacciones positivas s6lo estan dispo-
nibles por el ApxIV-ELISA, especialmente
para los criadores.

CONCLUSIONES

Generalmente, muchos rebafios conven-
cionales se infectan con uno o mas sero-
tipos. En algunos rebafios que pasan por
diferentes instalaciones, las cerdas pueden
estar infectadas por dos serotipos, pero
s6lo uno de ellos se transmite a la descen-
dencia y se encuentra en animales de cebo-
acabado [11]. En estos casos no es ttil el
uso de la prueba ApxIV, ya que no es ca-
paz de evaluar el riesgo. Como se mencio-
nd anteriormente, para un pais es impor-
tante tener datos fiables sobre los serotipos
mads importantes que afectan a los anima-
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