Estudio comparativo de dos técnicas serolégicas
para la tipificaciéon de Actinobacillus pleuropneumoniae

Resumen

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) es el agente
causal de la pleuroneumonia contagiosa porcina (PCP),
este microorganismo puede ser clasificado en 12
serotipos o puede ser no tipificable. Se aislaron 81 ce-
pas de A. pleuropneumoniae de pulmones neuménicos
de cerdo. Todas las cepas fueron serotipificadas por
coaglutinacién (CoA) y hemoaglutinacién indirecta
(HI), 43 cepas (53%) fueron clasificadas en el mismo
serotipo por las dos técnicas, 31 correspondieron al
serotipo 1, nueve al serotipo 5 y una a los serotipos 3, 4
y 6. Catorce cepas poliaglutinaron al usar CoA, pero
fueron clasificadas en el serotipo 1 por la HI. E113% de
las cepas fueron clasificadas en diferente serotipo por
cada una de las pruebas usadas. Finalmente, 13 cepas
fueron no tipificables por la HI y clasificadas en dife-
rentes serotipos por la CoA. Se sugiere el uso de la CoA
para la tipificacién rutinaria, mientras que la HI se re-
comienda para la identificacién final de los aislamientos.
En relacién con los serotipos identificados, los resulta-
dos de esta investigacién coinciden con lo registrado
por otros autores, ya que de 81 cepas, 45 correspondie-
ron al serotipo 1, y nueve, al serotipo 5; lo que confirma
que estos dos serotipos son los mas frecuentemente ais-
lados en México.

Introduccién

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) es el agente
causal de la pleuroneumonia contagiosa porcina (PCP),
este microorganismo puede ser clasificado en 12
serotipos o puede ser no tipificable.!®

La distribuci6n de los serotipos varia de pais a pais y
aun entre las diferentes zonas de un pais, por lo tanto,
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la serotipificacién rutinaria del aislamiento de cepas de
campo es muy importante ya que el patrén de serotipos
puede cambiar.

Una de las rutas para prevenir y controlar la PCP es el
desarrollo de vacunas efectivas y seguras, las cuales debe-
ran basarse en el patrén de serotipos de cada regién.

Se han desarrollado una gran cantidad de pruebas
seroldgicas para la tipificacién de App: inmuno-
fluorescencia, aglutinacién en placa, aglutinacién en
tubo, aglutinacién en litex, coaglutinacién, inmuno-
difusién, hemoaglutinacién indirecta, ELISA y
contrainmunoelectroforesis, 6789111217

El objetivo de este trabajo fue evaluar la coaglutinacién
y la hemoaglutinacién indirecta para la serotipificacién
de cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae, aisladas en
México.

Material y métodos

Cepas. El aislamiento de las cepas se realiz6 a partir
de pulmones de cerdo con lesiones neuménicas. La cara
interna de un trozo de pulmén, obtenido estérilmente,
fue inoculado en una placa de agar sangre, cruzando el
cultivo con una estria de la cepa nodriza S. aureus. Las
cajas se incubaron a 37°C durante 24 h en condiciones
de velobiosis; las colonias sospechosas fueron
resembradas para purificarlas.

La identificacién se llevé a cabo utilizando técnicas
bacteriolégicas estindar: tincién de Gram, ureasa,
manitol, xilosa, trehalosa, indol, CAMP vy satelitismo.!?
Después de su identificacién, se inoculé cada cepa en
agar casoy adicionado de 10% de suero equinoy 0.025%
de NAD, el crecimiento fue cosechado en leche
descremada estéril y se conservé a -70°C, hasta su
tipificacién posterior.

Coaglutinacion (CoA). La preparacion de los antisueros,
reactivos, antigenos, asi como el desarrollo de la prue-
ba fueron realizados de acuerdo con el método de Mittal
et al.,”* s6lo se incluyeron los antisueros correspondien-
tes a los serotipos 1 al 9. En un portaobjetos, se mezclé
una gota del reactivo de coaglutinacién con un volu-
men igual de la suspensién bacteriana. La mezcla fue
homogeneizada con un aplicador de madera. El
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portaobjetos fue examinado sobre una superficie oscu-
ra, como contraste, y se considerd negativo si la
aglutinaci6én no ocurria dentro de los primeros 4 min.
Una reaccién positiva se caracteriz6 por una
aglutinacion clasica ocurrida normalmente a los pocos
segundos.

Hemoaglutinacion indirecta (HI). De cada cepa se pre-
paré una suspensién bacteriana que se calent$ a 56°C
durante 30 min y se centrifugé a 4500 gravedades por
20 min. Fl sobrenadante se us6 como antigeno. Voli-
menes iguales del antigeno diluido 1:10 en PBS y de
una solucién al 4% de glébulos rojos de ovino, se mez-
claron e incubaron a 37°C por 90 min. Los gl6bulos
rojos ya sensibilizados se lavaron tres veces y se
resuspendieron en PBS a una concentracién del 1%.
Los antisueros de los serotipos 1 al 9 se inactivaron a
56°C por 30 min. Los anticuerpos heteréfilos se absor-
bieron usando glébulos rojos no sensibilizados al 4%.
Se preparé una serie de diluciones dobles de los
antisueros desde 1:10 hasta 1:10240 en microplacas con
fondo en “U”, usando un volumen de 100 pl. Se agre-
g6 el mismo volumen de glébulos rojos sensibilizados
al 1% en cada pozo de la placa. Las placas se agitaron y
se dejaron a temperatura ambiente por 2 h. El titulo se
expres6 como la maxima dilucién del antisuero, el cual
mostré un sedimento plano de comparacién con el
control negativo, que mostré el botén de glébulos ro-
jos sedimentados.

Resultados

Se aislaron 81 cepas de A. pleuropneumoniae de pulmo-
nes neumonicos de cerdo. Todas las cepas fueron
serotipificadas por ambos métodos; 43 cepas (53%) fue-
ron clasificadas en el mismo serotipo por las dos técnicas;
31 pertenecieron al serotipo 1, nueve al serotipo 5 y una
a los serotipos 3, 4 y 6. Catorce cepas poliaglutinaron al
usar CoA, pero fueron clasificadas en el serotipo 1 por
la HI, aunque con titulos que oscilaron de 10 a 40. El
13% de las cepas fueron clasificadas en diferente serotipo
por cada una de las pruebas usadas. Finalmente, 13 ce-
pas fueron no tipificables por la HI y clasificadas en
diferentes serotipos por la CoA (Cuadro 1).

I

Cuadro 1
SEROTIPIFICACION DE 81 CEPAS DE App
Niim. de cepas Prueba utilizada Resultado

43 CoA Mismo serotipo
HI

14 CoA Poliaglutinacién
HI Serotipo 1

13 CoA Serotipos 1,4, 7
HI No tipificables

11 CoA Diferente serotipo
HI

Total 81
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Discusién

Actinobacillus pleuropneumoniae ha sido clasificado en
12 serotipos. Los antigenos especificos de serotipo han
sido descritos como estables y labiles al calor y se ha
propuesto que sean la capsula, el lipopolisacarido (LPS)
0 ambos.>"1015

Inzana y Mathison’ en un estudio afirman que la cap-
sula es el antigeno que determina la especificidad de
serotipo y sugiere que se deben utilizar antisueros pre-
parados con el antigeno capsular purificado para la
serotipificacion.

Por su parte, Mittal et al.,'* sugieren que los antigenos
especificos de serotipo son de origen capsular y que
éstos se demuestran mejor, calentando los cultivos a
56°C, ya que es material que difunde libremente en las
capas superficiales de la bacteria y es facilmente
removible con solucién salina. También informaron que
los antigenos particulados de suspensiones celulares del
serotipo 6, tratadas con calor, dieron lugar a reaccio-
nes cruzadas con casi todos los serotipos. En contraste,
los antigenos de superficie de suspensiones celulares,
no calentadas, s6lo cruzaron antigénicamente con los
serotipos 3, 5 y 8. Si al calentar las suspensiones celula-
res, se aumenta la antigenicidad cruzada con casi todos
los serotipos, esos antigenos comunes que podrian ser
especie especificos, fueron principalmente estables al
calor. La antigenicidad cruzada no se observé cuando
se utilizaron antigenos solubles, por lo que se puede
asumir que estos epitopes comunes entre serotipos per-

" tenecen a los antigenos subcapsulares, los cuales estin

fuertemente adheridos a la pared celular y, por lo tan-
to, no difunden libremente.

Estas afirmaciones coinciden con las hechas por
Fenwick y Osburn,* quienes sefialan que los lipo-
polisaciridos de App poseen antigenos que son especie
especificos y serotipo especificos, mientras que los
antigenos capsulares son serotipo y cepa especificos.

Las pruebas de aglutinacién, basadas en el uso de
células completas como antigeno, requieren cultivos
capsulados en fase mucoide, el paso de mucoide a liso
o rugoso reduce la posibilidad de tipificarlos.!

En el presente estudio el 70% de los aislamientos fue
tipificado confiablemente; sin embargo, 14 cepas no
mucoides mostraron tendencias autoaglutinantes, lo
que imposibilito su clasificaciéon con CoA.

Los resultados de la CoA y de la HI no coincidieron
en 24 ocasiones (29.6%). Resultados similares fueron
informados por Mittal et al.,>'* aunque el porcentaje de
cepas que mostraron reacciones positivas con CoA y que
no reaccionaron con HI fue de tan sélo 5%: Esta diver-
gencia puede deberse a la deteccién de diferentes
antigenos por cada una de las pruebas, ya que para la
realizacién de la CoA, generalmente se utilizan suspen-
siones de células completas, por lo que los antigenos
que se detectan son principalmente especie y serotipo
especificos; en cambio los antigenos usados en la HI
son de tipo capsular, o sea serotipo y cepa especificos o
ambos.



La CoA no requirié de equipo sofisticado de labora-
torio, fue rdpida y sencilla de realizar; sin embargo, las
cepas que poliaglutinan no pueden ser tipificadas y en
ocasiones, los resultados son dificiles de interpretar
debido a la consistencia grumosa, tanto del antigeno
como del reactivo de CoA, ademds de presentar cierto
nimero de reacciones cruzadas.

Por otra parte, la HI requirié de mas equipo y consu-
mié mds tiempo que la CoA, pero fue mis facil de
interpretar, y los resultados se cuantifican al emitirse el
titulo de la reaccién, lo que da lugar a una mejor iden-
tificacién de un serotipo, en el caso de reacciones
cruzadas, las cuales por lo general, son menores que
con CoA.

Con base en las caracteristicas anteriores se sugiere
€l uso de la CoA para la tipificacién rutinaria, mientras
que la HI se recomienda para la identificacién final de
los aislamientos.

En relacién con los serotipos identificados, los resul-
tados de esta investigacién coinciden con lo que otros
autores han informado,"? ya que de 81 cepas, 45 perte-
necieron al serotipo 1, y nueve al serotipo 5. Se confirma
asi que estos dos serotipos son los més frecuentemente
aislados en México.

Abstract

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) is the causative
agent of porcine pléuroneumonia, and it may be
classified into 12 serotypes or may be non-typable. A
total of 81 strains of App was isolated from pig
pneumonic lungs. All strains were serotyped by the
coagglutination test (CoA) and by the indirect
hemagglutination assay (IHA) using specific antisera
against 9 of the 12 serotypes so far known. Forty three
strains (53%) were typed by both techniques. From
these 43 strains, 31 belonged to serotype 1, nine to
serotype 5 and one to serotypes 3, 4 and 6. Fourteen
strains showed autoagglutination tendencies, when
serotyping by CoA, however, they were classified as
serotype 1 by IHA. Thirteen per cent of the isolations
were placed in different serotypes by each of the tests.
Finally, 13 strains were not typable by IHA and classified
in distinct serotypes by CoA. Use of CoA is suggested
for routine typing, whereas IHA is recommended only
for final identification. Results of this research agree
with the serotype pattern already described in Mexico:
From 81 isolations, 45 belonged to serotype 1 and nine
to serotype 5; confirming that these two serotypes are
the most frequently isolated and found in our country.
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