JORNADA TECNICA DE LA AVPA

Actinobacillus
pleuropneumoniae.
Epidemiologia y Diagnéstico

Elias F. Rodriguez Ferri
Departamento de Sanidad Animal
Universidad de Leén

Zaragoza, Jornada Técnica AVPA. Abril, 2008

10 ABRIL 2008

Pleuroneumonia porcina

Enfermedad infecciosa del cerdo,
producida por Actinobacillus
pleuropneumoniae, caracterizada por
cuadros de neumonia necrotica
hemorragica, pleuritis y abundante
presencia de adherencias fibrinosas con
las paredes costales y el pericardio

Alta mortalidad o crénica

IMPACTO

Una de las enfermedades de mayor impacto de
entre las asociadas al Complejo Respiratorio
Porcino

Entidad independiente y asociaciones con otros
microorganismos (bacterias: mycoplasmas y
virus: PRRS)

En USA, recientemente, 53 M anuales de
pérdidas por esta causa

Intensa investigacion en los ultimos afios
aunque siguen sin reconocerse FV in vivo, que
justifiquen la totalidad del cuadro clinico, ni se
ha resuelto la prevencion vacunal completa
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» A.pleuropneumoniae (App)

— Morfolégia y estructura

— NAD dependiente
(necesita una fuente de
piridin nucleétido) y
algunos independientes:
dos biotipos (1y Il)

— Cultivo en microaerofilia
(5-10% de CO,) inicial.
Medios convenientes.
Estrategias

— Caracteres importantes —

Hemolisis, Manitol, Xilosa,
Fosfatasa, Ureasa,
B-galactosidasa, Oxidasa
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Biotipos I (dependiente de NAD) y Il
(independiente de NAD)
Serotipos K (:0)
15 serotipos (1-15)
— en2,4,7,9y 12 coexisten cepas del
biotipo 1 y Il
— 13y 14 son biotipo Il
— Resto (1,3,5,6,8,10,11 y 15) son
biotipo |
— Subtipos Ay B en serotipos 1y 5
Tipificacion por aglutinacion,
coaglutinacién, hemaglutinacién
indirecta....
Reacciones cruzadas (LPS y OMP)
entre1,9y11;3,6,8y15;4y7
Todos producen pleuroneumonia.
Algunas cepas son mas virulentas: 1,

5,9,10y 11
SEROTIPIFICACION
TIPIFICACION ANTIGENICA
TOXINAS RTX (Apx)
3 tipos in vitro: Apx-l, -l y -lll. Apx-IV sélo in vivo y es
especifica de App

Méaxima expresion al final fase logaritmica y principio estacionaria
Actividad variable:
— Apx-l es la mas hemolitica y citotéxica (105-110 kDa)
— Apx-ll es menos hemolitica que Apx | y citotéxica (103-105 kDa)
— Apx-lll es la mas citotéxica (120 kDa)
Todas — dafio pulmonar y antifagociticas (invasion)
Citotoxicas frente a eritrocitos, LF, ¢ alveolares y PMN
Ba|jas concentraciones interfieren con la funcién de ¢, PMN y
cél epiteliales (alvéolos)
Todos los serotipos producen al menos 2 (-IV + ?). Nunca todas
alavez

Los que producen Apx-l o los que producen 2 Apx son mas
virulentos.

| FACTORES DE VIRULENCIA |
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En cualquier caso, la definicion de la virulencia de
App no se puede aplicar de modo general sobre la

base exclusiva de las toxinas RTX. Ejemplos
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e Serotipo 2 (lI+llI+IV): descritas cepas muy
virulentas en Francia y poco en USA

e Serotipo 3 (llI+IV): Baja virulencia en la mayoria

de paises, pero virulento en UK

» Serotipo 4 (lI+llI+IV): En Canada, poco virulento

(portadores). En Espafia, muy virulento
e Serotipo 15 (lI+llI+IV): Virulento en Australia,

pero poco en Canada, USA, Brasil y Argentina

FACTORES DE VIRULENCIA
(CAPSULA

« En todos los serotipos, de composicion
polisacaridica y estructura unica.

« Protege frente al hospedador: resistencia
frente al complemento y fagocitosis

* Induce Ac (IgA e IgG) en secrecion
respiratoria y suero

« Directamente no causa lesion ni es
toxica.

« Diferencias en virulencia se relacion con
espesor de la capsula

« Mutantes acapsulados son avirulentos y
se eliminan facil por defensas.
Cuestionada recientemente. Algunos
mutantes acapsulados se adhieren a la
traquea y resisten al complemento.

FACTORES DE VIRULENCIA
(LIPOPOLISACARIDO)

e 86

89666

» Estructura convencional.

* Inmunolégicamente dominante. Induce Ac IgA en secrecion
respiratoria e IgG en suero

 Pérdida total o parcial W variacién liso - rugoso.

* Endotoxina, adherencia y colonizacion, respuesta
inflamatoria en patogénesis (TNF-a,IL-1,IL-6, IL-8)— daiio
tisular y signos clinicos asociados

« Adherencia a células de la mucosa nasal, criptas de las
tonsilas, traquea y bronquiolos terminales y alvéolos

« Intensifica reacciones causadas por toxinas RTX.
« Inhibido por anticuerpos especificos.

¢ Unién a hemoglobina y captacion de hierro.

¢ Mediacion de la resistencia al complemento.
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FACTORES DE VIRULENCIA

(PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA, OMPs)
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De union a transferrina sérica porcina (TbpA y TbpB) para la
captacion de hierro.

Experimentalmente, capacidad para sobrevivir con transferrina
sérica porcina como unica fuente de hierro:

— causa posible de la especificidad por el cerdo
Proteinas de union a hemoglobina.

Una proteina de union al colageno del pulmén. Mas evidente en
los serotipos 1y 7

OmlA: lipoproteina, 40-44 kDa (s/ser). Inmunidad de serotipo

UREASA

Fuertemente activa. Colonizacion

Bloquea la muerte de las bacterias
ingeridas en los fagocitos inhibiendo
la fusion fagosoma-lisosoma,
elevando el pH dentro del
fagolisosoma. Ello se opone al
‘aclaramiento’ de la bacteria desde el
tracto respiratorio superior, lo que
facilita la condicién de portador

OTROS FACTORES DE
VIRULENCIA

* Plasmidos de Resistencia.

— Contiene plasmidos R que inducen R frente
a sulfonamidas, tetraciclina y penicilina G

« Sin caracterizar completamente:

« fimbrias y pilis. Al M/E, adherencia y
colonizacion, se pierden por subcultivo. En sanos o
subclinicos, en localizacién nasal o tonsilas

« proteina HlyX
* proteasas
* superoxido dismutasa
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PATOGENESIS
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» Coloniza las tonsilas y se adhiere al epitelio alveolar por
union a fosfolipidos (Ag O del LPS; AcM inhiben). Puede
formar biofilms

» En el pulmén es fagocitado por ¢ alveolares. Capsula
protege. Concentraciones suficientes secretan toxinas y
matan ¢, celulas endoteliales, epiteliales y neutrofilos.
Respuesta inflamatoria: IL-1, IL-8 y TNF-a.

» Lesiones comienzan 3-5 h postinfeccion (congestion y
edema alveolar): formas agudas y sobreagudas. Se
acumulan neutroéfilos, fibrina, trombosis e infartos.
Lesion evoluciona y necrética (formas subagudas y
crénicas)

EPIDEMIOLOGIA

« El cerdo es el unico hospedador natural

— En condiciones experimentales, el raton es
modelo de la enfermedad aguda (se aclara a las
48h). Inoculando Tf porcina se prolonga la
supervivencia 15 dias

* Localizacién respiratoria:

— Pulmones, tonsilas y fosas nasales. Diferentes
serotipos pueden colonizar, a la vez, las tonsilas de un
mismo animal (en una explotacién pueden coexistir
varios serotipos; se han descrito hasta 6 serotipos en
un tnico cuadro clinico de campo)

En la enfermedad clinica se localiza en las lesiones y se
libera en descargas nasales
Portadores: localizacion en tonsilas y fosas nasales

¢ Todas las edades son susceptibles:

— mas frecuente entre los cerdos de 8-16 semanas (2-6 m
y adultos). Mortalidad del 20-80% (brotes agudos)

SUPERVIVENCIA

* Muy labil
— Sobrevive 5 dias a 18°C en descargas
nasales mucopurulentas
— Pocas horas en desecacion
— 30 dias en agua limpia a 4°C
— Semanas en lesiones pulmonares
— 4-6 meses en tonsilas
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Desinfectantes
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» Altamente sensible a formaldehido, glutaraldehido,
etanol, isopropileno y clorhexidina, en ausencia de
materia organica

¢ Un estudio in vitro frente a 23 agentes mediante la
prueba de la suspension y el portador (Gutierrez et al.,
1995) y frente a 6 formulaciones comerciales basadas
en compuestos de amonio cuaternario. Los mejores
resultados fueron la cloramina T, el glutaraldehido y el
mercurocromo con reducciones superiores a 6
logaritmos (maximo nivel de deteccion). En condiciones
de campo, incluso presencia de materia organica, la
mejor fue una mezcla con 10% de QAC, 2,5% de
glutaraldehido, 6,8% de gliosal y 6% de formaldehido.

S 6 R a los antibio6ticos

phalahin: TET sewacyclon: SR, septomyoic GEN, pemamicin: ERY, eryshromycin: THE wimethoprire; NAL. madivic acid: 5. susonaie

Un estudio reciente sobre 229 aislados entre 1997 y 2004 (Gutierrez et al., 2006) (principalmente serot
21y 4, >81%). Otros estudios anteriores (1993 y 1995) entre 1987-88, con 57 cepas y 42
antimicrobianos y 61 cepas frente a 20 agentes antimicrobianos (Gutierrez et al., 1993; 1995). R a la
tetraciclina >73% de las cepas (26,3% en 1993). R incrementadas en el caso de gentamicina.
Diferencias entre serot 2 y 4 (estos mas R a icina'y i Genes tet(B),
tet(H), tet(L) y tet(O), asociados a pla en 46 de los aislados R (Blanco et al., 2006)

e whes sl < mismmen valee of coscesraion ssed (K B . aben wed. Abburvatn. FE. pesialla

Perfiles R de 229 cepas de
APP entre 1997 y 2004
N° aislados N° antimicrobianos Ra
129 1 TET
5 1 GEN
4 1 FIS
6 2 TET-GEN
23 2 TET-FIS
2 2 GEN-FIS
5 3 TET-GEN-FIS
1 4 TET-GEN-CEP-FIS
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TRANSMISION

+ Portadores sanos o portadores crénicos, la principal fuente de Infeccién
entre granjas

+ Contacto directo (horizontal, nariz con nariz) es la via principal

+ Contacto indirecto por exudados contaminados transportados por empleados,
utillaje, vehiculos,....

+ Transmisién aérea por aerosoles (1 m de distancia entre enfermo y sano) en
naves

—  Entre locales es necesario el paso del 70% del aire de un local con enfermos a otro sano. En
condiciones normales solo pasa el 2% por lo que el riesgo es muy bajo

+ Riesgo alto en la enfermedad aguda, con alta humedad (supervivencia), tiempo
fresco (supervivencia), direccién adecuada del viento y susceptibles en el area de
riesgo

Dentro de la granja:
+ Animales mas viejos infectan nuevos gue entran (sistema de rotacion)
« Hembras de reposicién mantienen la infeccion

Entre granjas depende de entrada de portadores y en menor medida aerosoles y
otros indirectos

Factores de Riesgo

* Situaciones de estrés: Habitualmente la infeccion
subclinica + estrés = enfermedad clinica:

— Cambios bruscos en el tiempo climatico

— Transporte

— Mezcla de animales de distintas edades

— Condiciones alejadas del bienestar animal

* El papel de las madres:

— Madres infectan lechones en 2 1as semanas de vida (pueden
infectarse en presencia de Ac calostrales). A los 11 dias
pueden ser positivos (PCR tonsilas) aunque lo habitual es en
animales de 9 semanas y el maximo a las 17

- Lainmunidad maternal es clave en la epidemiologia de la
enfermedad. La caida de la inmunidad calostral coincide con el
mayor % de infecciones (colonizacion en tonsilas)

— Lainmunidad calostral oscila entre 2 y 8 semanas,
dependiendo del nivel de Ac obtenidos (Vigre et al., 2003)

+ Difusién mundial de

serotipos:
— América del Norte: 1, 2,3,5, 7
— América del Sur: 1, 5 7

« Distribucion mundial v L R &7y9
o — Australia: 1
de serotipos - Espana. 2,4y7
escritos los serotipos 1+~
— Predominio de uno o T §Spis et biotipo ll de serotp
unos pocos en cada pais
0 region.

— El comercio
internacional de
animales jovenes y
portadores crénicos, el
principal responsable de
la difusion Serotipos K
(:0)
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Pleuroneumonia Porcina en Espana

* No existen datos oficiales. No es enfermedad de
declaracion obligatoria

» Bien conocida por los clinicos

* Sola o con otros procesos neumonicos
bacterianos o viricos (micoplasmas, estreptococos,

glasser, pasteurelas, complejo respiratorio, PRRS, Aujeszky,
influenza..)

* Interés econémico extraordinario: mortalidad,
disminucion de producciones, alargamiento periodo de cebo,
sacrificios, vaciado sanitario, pérdida de capital genético.

* Programas de control en explotaciones
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Distribucion de serotipos sobre un total de 859 aislamientos caracterizados
en Espaia en los ultimos afos
Serotipo | Grupo | Grupo2 | Grupo3 | Grupo4 | Total %
1 (336 cepas (318 (61cepas | de | relativo
(144 aisladas cepas caracteri | cepas [ sobreel
cepas entre 1992 | aisladas zadas cara total de
aisladas |y 1995) entre entre | cteri | 859 cepas
entre 1997y 2005y | zada | aisladas
1989- 2001*) 06) s
1995)
1 8 25 11 - 44 51
SITUAC'ON DE LA 2 20 25 210 43 298 34,6
PLEURONEUMONIA 3 p m 1 2 P s
PORCINA EN ESPANA
4 60 86 49 5 200 232
5 0 2 2 5 9 10
I.  Estudios sobre la presen- [ ¢ 8 1 1 " w4 5.1
cia de A. pleuropneumoniae 7 17 7 3 6 108 125
8 2 3 3 - 8 09
9 7 15 - - 22 25
10 7 5 - - 12 13
NT: no tipables; *: hasta junio de 2001.
Entre 2002 y 2006 se il 11 0 22 1 5 28 32
ademas, 614 aislamientos de App, que 12 1 1 1 3 03
por el momento no han sido
i am i NT 6 50 21 - 77 8,9
Total 144 336 318 61 859 100

Distribucién de 859 aislamientos caracterizados, por CC.AA.
:gmllp CZ?: :"rag CyL cim Cataluiia E;(Lr’eam Galicia | Madrid z!aur— :\:\m— ;?u]a :;Ien— S:slcdﬂu— Total
1 1 15 26 1 1 44
2 1 5 222 16 3 1 7 43 298
3 3 7 1 1 1 2 25
4 7 76 92 3 1 6 10 5 200
5 3 1 5 9
6 1 14 13 2 14 44
7 2 9 80 3 7 1 103
8 4 4 8
9 1 5 1 12 1 1 1 22
10 7 4 1 1 12
1" 1 3 15 1 1 1 2 5 28
12 1 2 3
NT 1 1 24 3 38 2 2 2 1 5 77
total 1 22 | 390 4 314 2 7 7 9 9 1 29 80 859
Los 614 aislamientos no tipificados proceden en su totalidad de CyL, asi como una
parte indeterminada de los que figuran como origen desconocido
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Un estudio sobre 318 cepas caracterizadas,
aisladas en CyL entre 1997 y 2001
mes 1997 1998 1999 2000 2001 total
Enero 6 12 27 45
Febrero 3 4 12 26 45
Marzo 3 2 19 8 32 p——
Abril 1 2 1 8 22
Mayo 1 2 21 10 34 w -
Junio 2 1 1 7 4 15 “ a0
Julio 4 4 o
Agosto 1 2 4 7 Pess =
s
Septie 2 8 10
mbre
Octubr 4 2 4 17 27
e
Noviem 4 1 19 18 42
bre
Diciem 2 3 15 15 35
bre
total 18 10 59 148 83 318
mes serl ser2 ser3 serd ser5 ser6 ser? ser8 ser11 ser12 NT total
Enero | 4 5 2 2 | 45
Febrero | 4 1 1 5 | 45
Marzo 5 2 1 1 2 | 32
Abril 2 1 1 1 3 | 22
Mayo 2 3 1 2 | 34
Junio 10 5 15
Julio 3 1 4
Agosto 6 1 7
Septie 5 1 1 1 2 | 10
‘mbre
Octubr 1 1 2 27
o
Noviem | o 1 1 1 2 | 42
bre
diciem 3 1 1 2 35
bre
total | 11 2 1 8 3 1 1 | 21 | 318
Distribucion mensual de serotipos de 318 cepas de App en CyL entre 1997 y 2001

unico serotipo

Infeccién de explotaciones por 1

1997 n°

1998 n°

1999 n°

2000 n°

2001 n°

N° total

infectadas

Infec por
ser2

40

28

Infec por
serd

1

Infec por
ser6

4

Infec por
ser1

1

Infec por
ser3

Infec por
ser5

Infec por
serl1

Infec por
ser12

Infec por NT
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Infecciones mixtas (con

participacion de 2 o mas serotipos)

2,41, NT 1
2,4,6NT
26,78
12,4
12,7
247
1,2,NT
2,4NT
2,6NT
2,7NT
24
14
27
2.8
47
2.NT
4NT

aln|afalala]ala]s

alalala]ala
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Persistencia de infeccion en las
explotaciones

97-98-99-00-01 1

98-99-00-01
97-99-00-01
99-00-01

98-99-00

979900

97-98-00

0001 19
9900 4
9901 2
9800 1
1
2
2

9701

9700
9799
9798 1

o1 15

00 39
9 "
98 1

o7 6

total 122

2. Estudios serolégicos

1824 sueros entre 1987 y 1988 recogidos de 9
provincias de CyL

FC (Ag de células enteras) y ELISA (Ag hervido) de

los serotipos 2,3,4,7y 8

— FC: 40,4% de sueros positivos y 8,1% con actividad
anticomplementaria. Los valores mas altos en Avila (53,8%)
y los mas bajos en Palencia (8,8%)

* Los positivos se concentran en los meses mas frios (diciembre
a marzo/abril)

— ELISA: 60,3% de sueros positivos. Sensibilidad del 93,9%
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¢ F. Sobreaguda
— En explotaciones por 12 vez

— Apatia, { apetito, fiebre, ocasionalmente: vémitos, diarrea,
tos, epistasis, movimientos masticatorios. En pocas horas
postracion, aceleracion del pulso, cianosis. Al final disnea
intensa y respiracion bucal. Muerte en 24 horas

* F.Aguda

— En explotaciones indemnes, sintomas respiratorios, anorexia,
letargo y fiebre

* F. Crénica
— En areas endémicas o por pase desde forma aguda

— Sintomas respiratorios inespecificos, fiebre leve,
complicaciones por otros agentes

Lesiones Anatomopatologicas

En general, neumonia fibrinoso- hemorragica
necrosante, con pleuritis serofibrinosa. Bilateral,
especialmente Iébulos diafragmaéticos (en ocasiones
cardiaco y apical) y en la region craneo-dorsal
Formas sobreagudas

- A_reas de color negruzco, con mayor consistencia y septos
distendidos (edema)

— Adherencias pleurales. Liquido serohemorragico y fibrina
Formas agudas

— Avreas neumonicas de color rojo negruzco, con nédulos
necréticos dispersos

— Pleuritis fibrinosa

Formas crénicas

— Engrosamiento fibroso de la pleura

— Areas necréticas encapsuladas de color blanquecino

— Secuestros

— Pleuritis fibrinosa, adherencias con la pared costal y corazén

Diagnéstico diferencial

- Enfermedades Bacterianas
— Enfermedad de Aujeszky
- PRRS
— Influenza porcina
» Enfermedades Viricas
— Infeccion por Salmonella e. Choleraesuis
— Infeccion por P. multocida
— Enf. de Glasser
— Infeccién por Actinobacillus suis
— Infeccion por Streptococcus suis
¢ Intoxicacion por sal
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DIAGNOSTICO DE
LABORATORIO

1. Bacteriologia. Aislamiento,
identificacion y tipificacion
antigénica

2. Deteccion directa de antigenos

3. Serologia

4. Diagnéstico molecular

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO ‘

« Aislamiento, identificacion y tipificacion del agente

— Eleccién de material clinico: hisopos de tonsilas,
secrecion nasal, saliva, calostro, material lesiones

— Transporte

— Siembra en agar chocolate (con/sin inhibidores) y
agar sangre con estria de S. aureus.

« colonias de 1-2 mm, redondas, opacas, blanco-grisaceas
(24-48 horas)

— Agar PPLO + extracto fresco de levadura (10%),
suero de caballo (5%), glucosa (0'1%) y NAD
(0'025%):

« colonias similares e iridiscentes (6 horas)

» Viabilidad escasa (3 - 4 dias), con independencia de
la T2 de conservacion y del medio de cultivo
seleccionado.

« Identificacion bioquimica y tipificacion con antisueros

ylo molecular 1. BACTERIOLOGIA

Evitando contaminantes
indeseables. Recursos

» Técnicas de diluciéon de la muestra (Pijoan et
al., 1983) incrementa la tasa de aislados

» Uso de hisopos humedecidos en BHI
suplementado con NAD (0,01%) (Utrera et al.,
2008)

» Medios selectivos: agar TSA o PPLO (20
png/ml), sangre entera (50 ug/ml), 0,1% de NAD,
cristal violeta, 16 ng/ml d ng/mle
espectinomicina y 60 pg/ml de bacitracina
(Wilson et al., 1987)
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CARACTERISTICAS
METABOLICAS DESTACABLES
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» Potentes actividades ureasa, -
galactosidasa y fosfatasa alcalina.

* Fermentacion de manitol y xilosa.

 Hemdlisis en agar sangre.

* Fenédmeno CAMP + S. aureus.

Serotipos y serotipificacion.
Caracteres generales

* 15 (1-15) serotipos capsulares (Ag K)
— Ser 1,3y 5: capsula gruesa y definida; Ser 2y 7: capa tenue y
discontinua
— Tres tipos de enlaces entre los azlcares del polisacarido:
 glucosidicos (ser 5y 10)
« fosfodiéster (2,3,6,7,8,9,11)
« tipo fosfato (1,4,12): los mas hidrolizables — polimero inestable
* Ag O, inmunodominante, compartido por algunos:
— reacciones cruzadas con las cadenas laterales O del LPS:
(serotipos 1, 9 y 11; serotipos 4 y 7;serotipos 3, 6 y 8). Las
reacciones cruzadas también dependen de la manipulacién del
antigeno. Férmula antigénica K:O
» Otras causas de reacciones cruzadas: OMPs

« Antisueros policlonales en conejo o cerdo.
Anticuerpos monoclonales

TIPIFICACION SEROLOGICA

(en general sobre el Ag capsular)

+ Fijacién del Cto:
— Ag sonicado. Especie-especifica, poco sensible. Compleja
y laboriosa. Problemas

» ELISA:
— Muchos Ag (PC, LPS, OMP..) con serot 5, pero reacciones
cruzadas en el serot 1. Otros problemas
* Aglutinacién (problemas R) y coaglutinacién (6
condy12;4con7).
— Ventajas: répidas y simples.
e IFL:
— Reacciones cruzadas del 6 con todos y 4 con 7 & 5. No
serot 1. Baja sensibil. y especificidad. Rapida y facil

* Inmunodifusién en gel:
— Lenta, dificil interpretar
* Hemaglutinacién indirecta:
— La mejor, permite cuantificar. Resuelve problemas™
de r. cruzadas (diferencia de titulo)
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JORNADA TECNICA DE LA AVPA

Proteinas de la Membrana Externa
(OMP) para la tipificacidén antigénica

10 ABRIL 2008

e En los serotipos 1a 8: 17,32y 42 kDa

* En los serotipos 1 a 9: 7 perfiles sobre 3
grupos: 39-44, 16-16’5 y 29 kDa

» TbpA y TbpB. Receptores de transferrina

» Proteina de 42 kDa, en presencia de maltosa

 Lipoproteina OmIA, de 40 kDa

» Proteina de 48 kDa, comun ser biotipo |

Deteccidn directa (a partir de
tejidos) de Ag especificos de
serotipo

A partir de extracto pulmonar (sobrenadante
de suspensién salina) por coaglutinacién
Inmunofluorescencia indirecta
Inmunohistoquimica

— Peroxidasa-antiperoxidasa

— Avidina-Biotina-Peroxidasa

— Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa

Métodos de tipificacion y
caracterizacion moleculares

« En general, se consideran:
— M. basados en el LPS:
« por SDS-PAGE; resultados heterogéneos
— M. basados en ac. grasos volatiles:

« por cromatografia gas-liquido. Nivel especie. Anaerobios
y micobacterias

— M. basados en proteinas:
« SDS-PAGE, MLEE (electroforesis de enzimas multilocus)
y MLST (polimorfismos de enzimas multilocus)
— M. basados en el estudio de ac. nucléicos
(caracterizacién genotipica)
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JORNADA TECNICA DE LA AVPA

Caracterizacion genotipica de las
cepas

« Hibridacion de acidos nucléicos: Obtencion del ADN, digestion y
separacion en gel de agarosa, transferencia a una membrana y deteccién de
los fragmentos de interés por hibridacién con una sonda marcada

— Las sondas se dirigen frente a genes estructurales, de virulencia o los del
ARNTr 16S o 23S (ribotipado)
» Caracterizacion basada en la PCR
- 1)d turalizacion; 2) hibridacién de los primers; 3) extensién
— Primers
« aleatorios (inespecificos) (AP -arbitrary primed--PCR):

~ Primers cortos (9-15 pb) disefiados al azar. Ej., M3 y T3-T7. Inconveniente: falta de
(no se aplica al di ico; solo a cepas aisladas)

+ Semiespecificos
— rep-PCR: secuencias repetidas, conservadas y dispersas que hibridan en
pequeiias regiones del genoma:
» ERIC: 126 pb, aparecen repetidas en las zonas intergénicas
» REP: 38 pb con palindromes en extremos y fuera de regiones codificantes
— regién que codifica para el ARNr 16S (Ribotipia): zona muy conservada en la que
se intercalan otras > variables
+ con ifici para ies o

10 ABRIL 2008

Aplicaciones de la PCR a la tipificacion de cepas
basadas en primers especificos

* PCR-RFLP (polimorfismos de la longitud de los fragmentos de
restriccion):

— Amplificacion por PCR (primers especificos, incluido ARNr 16S) del locus
objeto de estudio, digestién con enzimas y andlisis del locus en muchas
cepas para establecer un polimorfismo

— Escasa discriminacion. Precisa conocer previamente qué regiones son
suficientemente variables para permitir el tipado

« AFLP (amplified fragment length polymorphism): obtencién de
fragmentos de restriccion con 2 endonucleasas seguido de la ligacién de
‘adaptadores’ de doble hebra y amplificacion de los fragmentos modificados en
condiciones de alta estringencia con primers especificos

—  Discrimina mejor que otros métodos. Una buena alternativa (identificacion y tipado)

— Mas reproducible que la AP-PCR

— Mas réapida que la PFGE

PFGE (pulse field gel electrophoresis): lisis
bacteriana de los microorganismos incluidos en
bloques de agarosa. Digestién por enzimas de
restriccion y separacion de los fragmentos con
corriente eléctrica de campo pulsante (cambios
de la polaridad a intervalos predeterminados)
— Comparacion de las imagenes permite agrupar y
clasificar para estudios de tipado, filogenia y evolucion

— Equipamiento costoso pero resultados (perfiles de
restriccion o pulsotipos) muy reproducibles. En
general, el mejor método para muchas especies
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JORNADA TECNICA DE LA AVPA

2. Deteccién de antigenos

10 ABRIL 2008

* Preparacion de antisueros policlonales en conejo
* Coaglutinacion:
— anticuerpos adsorbidos a la proteina A de S. aureus
» Aglutinacion en latex:
— anticuerpos fijados a particulas de latex
¢ Inmunodifusion
¢ Inmunofluorescencia indirecta
¢ ELISA sandwich
¢ Inmunohistoquimica:
— peroxidasa-antiperoxidasa
— avidina-biotina-peroxidasa
— estreptavidina-biotina-peroxidasa

3. DIAGNOSTICO
SEROLOGICO (deteccion de Ac)

La infeccion por App produce Ac contra los principales Ag (K, OMP, LPS, Apx)
« Titulos altos anti-K o anti Apx |y Il en cerdos con lesiones pulmonares. Si

colonizan fosas nasales no Ac

En general, inconvenientes debido a las reacciones cruzadas

— Fijacién del complemento:
+ Inconveniente:
~elevado poder anticomplentario del suero porcino (actividad procomplementaria): falsos negat
- Leve actividad hemolitica frente a GR de carnero

- A inacién con 2-mer

— ELISA:

+ diversas modalidades:
o

ue no se detectan
nte a la Apx-IV. 100% especifica y 93,9% sensible

4. DIAGNOSTICO MOLECULAR
deteccion del ADN

La PCR es una alternativa eficaz a los métodos anteriores:
— deteccion de A. pleuropneumoniae
— Tipificacion (ya vista)

Diversas posibilidades (lista no exhaustiva de genes diana):
— gen omlA: detecta y clasifica (4 grupos)
— gen para el polisacarido K (capsula). En el serotipo 5
— gen aroA PCR-RFLP: clasifica (3 grupos). Rc con A. equuli
— genes de Apx -PCR
— gen tbpA PCR:
« diferencia de H. parasuis

« PCR-RFLP: diferencia 10 tipos y separade A. suis y H. parasuis.
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Aplicacion de la tbpA-PCR a cepas d

ﬂanHhm.—ﬁa

N 20835 s bR B eeE0 11042 M

-A. pleuropneumoniae: banda de 2.7 kb obtenida al amplificar el
gen tbpA de las cepas de referencia de los serotipos 1 a 12
-Sensibilidad: 5-50 UFC (CM5, serotipo 1)

Perfiles RFLP de los productos PCR después de
la digestion con diferentes enzimas de restriccion
Serotipo RFLP Perfiles de restriccion thpA Perfiles de restriccion thpB
Cepas Grupo Dral  NialV Aval  Asnl  Taql Hinpl BSIEN  Nsil Rsal Tagl Avall Xmnl Bglll Xbal
A. pleuropneumoniae ATCC 27088 1 I A A A A A A A A A A A A A A
A. pleuropneumoniae ATCC 27089 2 n B B B B B A A Nr B B B B B B
A. pleuropneumoniae ATCC 27090 3 nm A C A B A A A A B B B B B Cc
A. pleuropneumoniae M62 4 B B B A B A A A B B B B B C
A. pleuropneumoniae ATCC 33377 5 v A A A A C A A B Nr Nr Nr Nr  Nr Nr
A. pleuropneumoniae Fem¢ 6 A A A A A A A A [ C A [ A A
A. pleuropneumoniae WF83 7 B B B B B A A A B B B B B Cc
A. pleuropneumoniae 405 8 A A A A A A A A Cc c A Cc A C
A. pleuropneumoniae CVJ13261 9 B B B B B A A A B B B B B Cc
A. pleuropneumoniae 13039 10 B C B B B A A A B B [ B C Cc
A. pleuropneumoniae 56153 11 B B B A B A A A B B B B B c
A. pleuropneumoniae 8329 12 A A A B A A A A A A A A A A
A. suis CCM 5586 A [ A [ [ A A A [ D A A D A
2), cuando la temperatura se disminuy hasta los 5°C, aparecid una débil banda de 1.8 kb ‘71 y él estan en el mismo grupo
Nr, no realizado y

eccion de App en pulmones y fosas nasales

PCR-RFLP (n° de muestras

Cerdo  Serotipo Tipode  Cultivo Coaglutinacion Inmunodifusion positivas / ndmero total de
inoculado

Ne (cepa de muestra
referencia) G il
1 1 Hisopo nasal D N Nr 2/3 213
ATCC 27088 Hisopo pulmén + N Nr 2/2 212
o Pulmén (tejido) W - - 212 212
2 2 Hisopo nasal - Nr Nr 1/3 1/3
ATCC 27089 Hisopopulmén  + Ne Ne 2/2 212
Pumen (efido) e - g 212 212
3 4 Hisopo nasal - Nr Nr 1/3 1/3
M62 Hisopo pulmén + Nr Nr 212 212
Pumen (efido) e - g 212 212
4 PBS Hisopo nasal o Nr Nr 013 013
Control  Hisopo pulmén - Ne Ne 0/2 /2
Pulmén (tejido) nr - - or2 or2
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JORNADA TECNICA DE LA AVPA

10 ABRIL 2008

Ci 6n de los del (cultivo) y PCR-RFLP a partir
de i i con A. pleuropr i

Serotipo Tipo de muestra Aislamiento ThpA TbpB

Cerdon® | inoculado (n° positivos/total (n°
muestras) positivos/total
muestras)
1 1 Hisopos nasales/ -I+Inr 213;212; 212 | 213,;212; 212
pulmonares/Tejido
pulmonar

2 2 Id -I+Inr 1/3; 212; 212 | 1/3; 2/12; 212
8 4 id -/+/nr 1/3; 212; 212 | 1/3; 212; 22

Perfiles RFLP de los productos PCR de cepas clinicas de App,

después de la digestion con diferentes enzimas de restriccion

Perfiles de Perfiles de
Serotipo PCR PCR RFLP restriccion thpA restriccion thpB.
Cepas clinicas ®  thpA TbpB Grupo Aval Tagl Asl  Tagl Al Xbal

A. pleuropneumoniae CM5 1 + + I A A A A
A pleuropneumoniae Sp-118 1 + o+ 1 A A A A
A. pleuropneumoniae Sp-147 1 + + I A A A A
A. pleuropneumoniae Sp-99 2 + + n B B B B
A. pleuropneumoniae Sp-140 2 + + n B B B B
A. pleuropneumoniae Sp-152 3 + + M A A B
A. pleuropneumoniae Sp-56 4 + + 1\% B A
A. pleuropneumoniae Sp-91 4 + + v B A
A. pleuropneumoniae Sp-93 4 + + IV B A
A. pleuropneumoniae Sp-114 4 + + v B A
A. pleuropneumoniae Sp-138 6 + + \ A A C A
A. pleuropneumoniae Sp-148 6 + + i A A C A
A. pleuropneumoniae Sp-164 6 + + VI A A @ A
A. pleuropneumoniae Sp-74 7 + + Vil B B B [
A. pleuropneumoniae Sp-117 7 + + Vil B B B C
A. pleuropneumoniae Sp-134 7 + + Vil B B B [
A pleuropneumoniae Sp-144 7 + + VI B B B C
A. pleuropneumoniae NA-L ~ 9.or 11° + + v B A

clasificacion dudosa. Utilidades PCR

Cepas Identificacion Serotipo
bioguimic

a

Identificacion mediante PCR  15c o

ApxIV thpB  thpA  Especies

H1 APP NR - - - A minor
Ha APP. NR + 27 APP APP
H9 d NR + 27 APP APP
H12 HPS APP 4 - - - A minor
H18 HPS NR - - - A minor
H19 d NR - - A.minor
H20 d NR - - A minor
H24A d NR - - - A.minor
H26 d NR + 27 APP APP
H27 HPS APP 4 - - - Otras
H32 APP. NR - - A.minor
H33 APP. NR - - A.minor
H34 APP NR - - - A minor
H41 APP NR - - - A minor
H42A d APP 4 - - - A minor
H 96 d NR + 27 APP APP
Hog APP APP5 - - - Otras
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