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ARTICULO ORIGINAL

Estudios hematologicos y patologicos comparativos de cerdos inoculados con

un aislado de campo y el serotipo 5 ATCC de Actinobacillus pleuropneumoniae

#

Comparative hematological and pathological study of inoculated pigs with a field
isolate and an ATCC serotype 5 of Actinobacillus pleuropneumoniae
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SUMMARY

An experimental inoculation of Actinobacillus pleuropneumoniae (App) was carried out with a field isolate and an ATCC serotype 5. Three groups
of 15 pigs each were used. Group 1 (G1) was the control group inoculated with sterile media, Group 2 was inoculated with the serotype 5 ATCC, and
Group 3 (G3) was inoculated with a field isolate (418/07). The results showed statistically significant differences (P < 0.05) in the total leukocytes
count between G1 v/s G2 and G1 v/s G3. The total macroscopic lung lesions scores were statistically different among the 3 groups (P < 0.05). However,
statistical difference was found only between G1 and G3 in the histopathological lung lesions (P < 0.05). This work shows a clear difference in the
hematological changes and the macroscopic and histopathological lesions between the serotype 5 ATCC and the field isolate. These facts suggest a
higher virulence and pathogenicity of the national isolate. The serotypification of this App national isolate will be done in the near future.
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INTRODUCCION

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) es una bacteria
cocobacilar, Gram negativa, encapsulada, hemolitica y
anaerobia facultativa de la familia Pasteurellaceae (Vadillo
y col 2002) y agente etiolégico de la pleuroneumonia
contagiosa porcina (PCP), una de las enfermedades bacte-
rianas mds importantes del complejo respiratorio porcino
(Losinger 2005). La transmision de la enfermedad ocurre
por la introduccién de animales portadores, que diseminan
App a través del aire, ya sea por gotas de aerosol o por el
contacto directo entre los cerdos (Jacobsen y col 2005).

En cuanto a la patogenicidad y virulencia de App, se
ha observado que los serotipos 1, 5, 9 y 11 son los mds
virulentos (Haesebrouck y col 1997). Sin embargo, se
debe sefialar que cualquier serotipo puede causar cuadros
sobreagudos, dependiendo del perfil de expresion y se-
crecién de toxinas Apx (I, I, III, IV), el cual es distinto
en cada serotipo (Dreyfus y col 2004), existiendo asi una
asociacion entre el serotipo y los brotes que se presentan
en un plantel porcino (Gottschalk 1998).

En cuanto a las alteraciones hematolégicas observadas
en cerdos con cuadro agudo o crénico de PCP, Kiorpes y
col (1990) detallan cambios drasticos en el leucograma,
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con un rdpido descenso de los leucocitos totales en los
cuadros sobreagudos; sin embargo, hay escasas referencias
respecto a los cambios hematoldgicos.

Por otro lado, las lesiones tipicas de PCP se presentan
generalmente en la cavidad tordcica, limitada a los pulmo-
nes y serosas. Los cuadros agudos se caracterizan por la
presencia de lesiones fibrinosas y necréticas demarcadas
en los I6bulos diafragmaticos, cardiacos y apicales (Buret
y col 2004). También se aprecian septos interlobulillares
engrosados y edematosos, en conjunto con zonas necroéticas
oscuras y consolidadas. Ademas, cominmente se observa
una pleuritis fibrinosa, especialmente relacionada con las
zonas neumonicas (Dubreuil y col 2000). En los cuadros
crénicos de PCP hay zonas de necrosis y secuestros
pulmonares, rodeados por una gruesa capa de tejido de
granulacion (Liggett y col 1987). Histopatoldgicamente se
observan zonas de necrosis pulmonar de manera irregular,
demarcada por un intenso infiltrado celular mononuclear.
También es frecuente encontrar trombosis en vasos san-
guineos de mediano calibre y microcolonias de bacterias
en los alvéolos (Wang y col 2001).

En Chile existen escasos reportes sobre la enfermedad;
uno de ellos describe un brote causado por los serotipos 1
y 5 (Olivares y Morgado 1988), dos de los serotipos mas
patégenos de App (Chiers 2003), mientras que Sdnchez
y col (1986) aislaron App de un brote en un plantel in-
dustrial de la Regién Metropolitana, que cursé con una
morbilidad de 10% y 15% en recria y crianza-engorda y,
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una mortalidad de 2,6%, 0,5% y 1,1% en recria, crianza
y engorda, respectivamente. Recientemente, Mufioz y
col (2008) realizaron un estudio seroldgico, utilizando
ELISA indirecto, en planteles porcinos de la zona cen-
tral de Chile, determinando una prevalencia aparente de
10,48% y prevalencia verdadera de entre 9,6% y 10,67%,
mediante dos métodos estadisticos. Por lo tanto, tomando
en cuenta que la PCP causa brotes y cuadros endémicos,
con las consiguientes pérdidas econdmicas, es esencial
iniciar estudios nacionales en cuanto a patogenicidad,
prevalencia y serotipos actuantes en los planteles nacio-
nales, lo cual incidira directamente en el desarrollo de la
industria porcina nacional.

El presente estudio compara las diferencias entre la
cepa estdndar ATCC (American Type Culture Collection),
serotipo 5 de A. pleuropneumoniae y un aislado nacional
de campo (418/07) sobre los pardmetros hematoldgicos
y lesiones macroscopicas e histopatoldgicas con el fin de
conocer la patogenicidad de este aislado para mejorar las
medidas de control y diagnéstico de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS
AISLADOS BACTERIANOS

En este trabajo se utilizaron el serotipo 5 ATCC de
App, ya descrito para nuestro pafs, y un aislado de campo
(418/07), perteneciente al Cepario del Laboratorio de
Patologia Porcina de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad de Concepcién, y que fue aislado de
pulmones de cerdos que cursaron con PCP aguda en una
granja de zona central de Chile durante el afio 2007.

SITIO DE EXPERIMENTACION Y MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

La experiencia se llevé a cabo en dependencias del
Departamento de Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias
Agricolas y Pecuarias, Complejo Lo Aguirre, pertenecientes
al Servicio Agricola y Ganadero (SAG), el cual dispone
de una Unidad de Control de Productos Biolégicos, cons-
tituida por tres dependencias totalmente aisladas unas de
otras (unidad experimental 1, 2 y 3), cada una de las cuales
cuenta con ducha esclusa independiente.

Cada unidad experimental tiene cuatro corrales para
cerdos con piso elevado de concreto parcialmente cubierto
con piso plastico ranurado, bebederos automadticos, venti-
lacién mecdnica, temperatura controlada y equipados con
filtros de aire HEPA. Previo al inicio de la experiencia,
las unidades experimentales fueron lavadas, desinfectadas
(Ortofenilfenol LY-7 al 2%, Productos Quimicos Beryl
Ltda.) y fumigadas (Ciperkill®, Anasac) con el fin de
evitar moscas y mosquitos.

A lallegada de los animales estos fueron identificados
y separados en grupos al azar en las diferentes unidades
experimentales. El alimento fue formulado por la misma
empresa porcina proveedora de los cerdos, sin antibidticos,
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dejandose este separado en las respectivas salas, y sumi-
nistrdndose dos veces al dia.

Para evitar la transmision de la enfermedad entre los
grupos por razones de manejo, cada unidad se considerd
como una unidad epidemioldgica independiente, con
personal entrenado y exclusivo para aseo y alimentacién
de los cerdos en cada una de ellas. Previo al ingreso, el
personal debia ducharse y equiparse con material desecha-
ble (buzos, cofias, mascarillas y guantes), botas limpias
y al ingreso y salida de las salas tenfan que pasar a través
de un pediluvio.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DISENO
EXPERIMENTAL

Se utilizaron 45 cerdos hibridos LWXL, de ocho semanas
de edad, obtenidos de una granja monitoreada periddica-
mente para PCP, no existiendo cuadros clinicos, ni lesiones
asociadas a App en los Ultimos cinco afios, y seronegativos
a App, através de serologia (IDEXX Chekit-APP-ApxIV,
Laboratorios Bommeli Diagnostics, Suiza), el cual tiene
una especificidad del 99 al 100% y una sensibilidad del
95 al 100%. Los cerdos fueron divididos en tres grupos
al azar, de 15 animales cada uno. A su llegada, se realizé
un periodo de aclimatacién de una semana, y se aplica-
ron medidas de bioseguridad y de manejo respetando el
bienestar animal.

El disefio experimental y la distribucién de los grupos
fue la siguiente:

Grupo 1 (G1): correspondié al grupo control (n=15),
fueron inoculados con 2 ml intranasal (IN) y 4 ml intra-
traqueal (IT) mediante sonda fenestrada con una solucién
de medio de cultivo estéril. Grupo 2 (G2): los cerdos
(n = 15) fueron inoculados con 2 ml IN y 4 ml IT de una
suspensién de bacterias en concentracién 10° UFC/ml de
A. pleuropneumoniae serotipo 5 ATCC. Grupo 3 (G3):
los cerdos de este grupo (n = 15) fueron inoculados por
las mismas vias y dosis que G2 utilizando un aislado de
campo (418/07) de A. pleuropneumoniae.

Para realizar la inoculacion los animales fueron tranqui-
lizados con acepromacina maleato 1,1 mg/kg intramuscular
y anestesiados con xilacina al 2%, en dosis de 2 mg/kg im
(Centrovet) y ketamina al 5% dosis 20 mg/kg im (Centrovet).
Los cerdos de todos los grupos fueron observados diaria-
mente para constatar signos clinicos y se les realizé control
de temperatura rectal cada 24 horas.

TOMA DE MUESTRAS ANTE MORTEM

Todos los animales fueron muestreados en sus res-
pectivas unidades. Se obtuvieron muestras de sangre
(5 ml) con anticoagulante para hemograma y sin anti-
coagulante para la prueba de ELISA alos 0, 1, 3,5,7
y 14 dias posinoculacién (dpi) mediante una puncién
de la vena cava craneal, utilizando tubos de 5y 10 ml



respectivamente (Vacutainer®; Becton Dickinson
Vacutainer System, Becton Dickinson and Company,
Rutherford , NJ, USA).

EUTANASIA

Posterior a la toma de muestras, se sacrificaron tres
cerdos de cada grupo a 1, 3, 5, 7 y 14 dpi. Previo a
realizar la eutanasia los animales se sedaron con ace-
promacina maleato 1,1 mg/kg por via intramuscular y
luego sacrificados por una sobredosis de tiopental sédico
intravenoso al 10% (50 mg/kg) (Laboratorio Bestpharma
S.A., Santiago, Chile).

NECROPSIA Y RECOLECCION DE MUESTRAS POST MORTEM
PARA ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS

En la necropsia se analiz6 la distribucién y extension
de las lesiones en los pulmones (Straw y col 2002) y se
tomaron muestras de pulmén para cultivo microbioldgico,
las que se depositaron en bolsas estériles, debidamente
rotuladas y refrigeradas; para histopatologia se tomaron
muestras de tonsila, nédulo linfatico mediastinico y pulmén;
de este tltimo tejido se procedié a laminar tres muestras:
una con lesiones evidentes y dos del 1imite de la lesion.
Todas las muestras fueron fijadas en formol tamponado
al 10% por 24 horas.

PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Muestras para hematologia y ELISA. Las muestras de
sangre para hematologia fueron refrigeradas y trasladadas
al laboratorio clinico, donde se realizaron los hemogramas
utilizando un contador hematolégico Hycel Diagnostics,
Celly. El recuento diferencial de leucocitos fue obtenido
a través de los métodos convencionales descritos por
Feldman y col (2000).

Las muestras de sangre para ELISA, una vez coagula-
das se centrifugaron (Centrifuga Hermle LaborTechnik)
por 10 minutos a 581 g para la extraccién del suero, los
que posteriormente fueron alicuotados y congelados a
-20 °C hasta su procesamiento para la identificacion de
anticuerpos contra Apx IV por ELISA (IDEXX Chekit-
APP-Apx IV, Laboratorios Bommeli Diagnostics, Suiza)
de acuerdo a lo descrito por Andreasen y col (2000).
Cuando el valor OD obtenido de la muestra arrojé un
valor S/P menor a 0,3 se considerd negativo; valores
entre 0,3 y 0,4 se consideraron sospechosos y valores
sobre 0,4 como positivos.

Cultivo bacteriano. A cada bolsa con muestras de pulmén
se le afiadieron 10 ml de suero fisiolégico (0,85% NaCl)
estéril. Posteriormente, el tejido se macerd en un Stomacher
400 (Seward, Laboratory Blender, England). De cada
muestra se extrajo mediante un asa metdlica estéril
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aproximadamente 100 pl para siembra en microplacas
Petri, con agar PPLO a una concentracion de 20 pg/ml
(Difco, frasco de 500 g, Becton Dickinson, USA), que
fue suplementado con nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD) al 0,01% (Fisher Scientific), ademas de 16 ug/
ml de espectinomicina y 60 ug/ml de bacitracina como
inhibidores de flora contaminante. Todos los cultivos de
App fueron mantenidos a una atmésfera de 5-10% de
CO, a 37 °C, observandolos cada 12 h hasta visualizar
pequeifias colonias mucoides (1 mm). El primer paso para
la identificacién de App se realizé aplicando el método
Gram. Las colonias que resultaron Gram negativas pasaron
a una bateria bioquimica, que consistié en la reaccién
del fenémeno CAMP y de ureasa.

Histopatologia. Las muestras fijadas en formol tamponado
al 10% fueron incluidas en parafina utilizando un proce-
sador de tejidos Shandon Citadel 1000 y un dispensador
de parafina Microm AP280. De los bloques de parafina
resultantes se realizaron cortes finos de 4 um, los que
fueron tefiidos con hematoxilina y eosina y observados
en un fotomicroscopio Carl Zeiss, Modelo Axioskop 40,
provisto de cdmara digital. Las imdgenes fueron captura-
das y procesadas utilizando el software Zeiss Axiovison
Rel. 4.6, con el programa “Macro” disefiado para este fin
(Reichman y Cfa. Ltda., Chile).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de hemogramas se aplicé un andlisis
de varianza para muestras independientes utilizando el
software estadistico Primer of Biostatistics: The Program,
version 5.0 para Windows (McGraw-Hill Inc. Washington
D.C., USA, Glantz, 2005).

Las lesiones macroscépicas fueron ponderadas en
porcentajes de tejido afectado en cada l6bulo de los pul-
mones y la suma correspondi6 al “score” de cada cerdo.
Finalmente se compararon los tres grupos entre si para
determinar si existian diferencias estadisticas, en cuanto
al grado de lesion registrada en los distintos dias de sacri-
ficio de los cerdos; ademds se compard el grado de lesién
entre los distintos 16bulos pulmonares. Para determinar
estas diferencias se utiliz6 la prueba de “t” para muestras
independientes. Las lesiones microscopicas se evaluaron
semicuantitativamente, subdividiendo estas en: (-): ausen-
cia de lesiones; (+): lesion leve; (++): moderada, (+++):
intensa. Posteriormente a cada gradacién cualitativa se
le designd un nimero: “0” para la ausencia de lesiones,
“17,2” para las moderadas y lesiones leves y “3” para las
lesiones intensas. Asi de esta manera se aplicé el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis para determinar diferencias
estadisticas entre G1, G2 y G3. Lo anterior se realiz6 a
través del software estadistico “Statistica 7.0” (Statsoft
Inc, Tulsa, OK, USA).
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RESULTADOS
ASPECTOS CLINICOS Y HEMATOLOGICOS

Signos clinicos. Los animales de G1 no manifestaron
sintomas, ni signos clinicos de PCP, con una temperatura
promedio de 38,7 °C. Los cerdos de G2 presentaron signos
y sintomatologia respiratoria de intensidad leve a severa
(postracion, inapetencia y tos). La temperatura promedio
posinoculacién se elevé en mas de 1 grado, pasando de
38,3a39,7°Cal dpi, y se mantuvo alta hasta los 13 dpi,
bajando a 38,7 °C alos 14 dpi. Los animales de G3 tuvieron
manifestaciones mas exacerbadas, compatibles con un
cuadro de PCP desde 1 dpi, caracterizada por respiracién
abdominal, tos, inapetencia completa, cianosis de la piel
y fiebre, ocurriendo la muerte de dos animales a 1 dpi. La
temperatura media de este grupo durante las dos semanas
fue de 39,4 °C, con un pico de 40 °C a 1 dpi.

Seroconversion. Todos los sueros de los cerdos que fueron
muestreados a los 0 dpi (G1, G2 y G3) resultaron nega-
tivos al ELISA, mientras que a los 7 dpi, un animal del
grupo G3 fue sospechoso. Finalmente, a los 14 dpi, los
tres cerdos de G2 seroconvirtieron, mientras que de los dos
animales sobrevivientes de G3, uno de ellos fue positivo
y el otro sospechoso. Ningin animal de G1 seroconvirtié
alos 7y 14 dpi.

Cambios hematoldgicos. El recuento total de leucocitos
de los tres grupos de animales a los O dpi evidencid que
todos ellos se encontraban dentro de valores normales para
la especie; sin embargo, desde 1 dpi comenzaron a variar
aquellos valores entre el grupo de animales controles y los
inoculados, debido al cuadro agudo de PCP (cuadro 1).
A 1 dpi los cerdos de G2 (n = 15) presentaron leuco-
citosis, que en promedio sobrepasé los 25.000 + 8.501
leucocitos/ul; sin embargo, el grupo Gl y el G3 sélo
mostraron un leve aumento (G1: 20.313 = 4.287;

G3:21.186 +8.047). Alos 3,5, 7 y 14 dpi, G2 mostré un
aumento moderado del recuento de leucocitos, mientras
que G3 mostré un aumento constante, hasta sobrepasar
40.000 = 27.082 leucocitos/ul a los 14 dpi. Lo anterior
demostré una diferencia estadistica significativa (P < 0,05)
entre G1 y G2, asi como también entre G1 y G3 en el
recuento de leucocitos totales, no asi entre G2 y G3.

En cuanto al recuento diferencial de leucocitos, se observo
una diferencia leve, no estadisticamente significativa, en los
valores de linfocitos y neutrdfilos entre el grupo control y
los dos grupos experimentales (P > 0,05), la que se debid
a un aumento de neutréfilos inmaduros a 1 dpi (P > 0,05).
Ademas estos neutréfilos presentaron caracteristicas de
cambios téxicos como: citoplasma vacuolado, baséfilo y
algunos con cuerpos de Dohle ocasionales. A los 7 dpi se
observé una marcada neutrofilia en los grupos G2 y G3, en
conjunto con una linfopenia; sin embargo, no se evidencié
una diferencia estadistica significativa entre los grupos 2y 3
(P >0,05). Finalmente a los 14 dpi esta tendencia se revirtio,
aumentando los linfocitos y disminuyendo los neutréfilos. En
cuanto a los monocitos y eosindfilos, éstos se mantuvieron
inalterables durante toda la experiencia.

ASPECTOS PATOLOGICOS

Aislamiento bacteriano. A partir de las muestras de pulmén
(n = 15) obtenidas de los cerdos de G1 necropsiados du-
rante la experiencia, el 100% de ellas resultaron negativas
para el aislamiento A. pleuropneumoniae (App). En G2
(n = 15) se reaisl6é App en siete muestras de pulmoén, co-
rrespondientes al 46,7% de los animales, mientras que en
G3 (n=15) el 66,7% (10/15) de las muestras de pulmén
arrojaron resultados positivos al cultivo de App.

LESIONES MACROSCOPICAS

Grupo control G1. Ninguno de los animales de este grupo
presento lesiones neumonicas o lesiones compatibles con

Cuadro 1. Promedios de leucocitos (ul) y desviacién estdndar de cerdos experimentalmente inoculados con una cepa ATCC 5 de App
y un aislado de campo, agrupados segtn tratamiento. G1: grupo control, G2: grupo inoculado con cepa ATCC serotipo 5, G3: grupo

inoculado con aislado de campo.

Leukocytes mean (ul) and standard deviation of pigs experimentally inoculated with an App ATCC 5 serotype and a field isolated, grouped
according to treatment. G1: control group, G2: group inoculated with serotype 5 ATCC, G3: Group inoculated with field isolated.

Leucocitos por microlitro (ul)

. . . . . . Promedios Valor normal

0 dpi 1 dpi 3 dpi 5 dpi 7 dpi 14 dpi tofales de RTL (ul)¢

Gl 18927 £4034* 20313 +4287* 21150 = 5190° 17533 + 1954* 16300 +2172* 23967 £2369° 19698 £ 2740° 14533 (+4356)
G2 17373 £3147* 26750  8501° 23473 + 7783* 20689 + 6430* 19650 £3409> 26733 £6269° 22445 +3863Y 14533 (+4356)

G3 18043 +£2451° 21186 +8047>  23586+10395* 23460 + 10655°

32550 +17092¢ 46350 £27082° 27529+ 10409° 14533 (4356)

a5 ¢Valores con diferentes letras por columna en superindice indican diferencias estadisticamente significativas por medio de la prueba de t para muestras

independientes.
d
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TRL: recuento total de leucocitos normales para el cerdo. Valores extraidos de Ramirez y col (2006).



infeccion por App durante los dias de sacrificio (1, 3, 5,
7y 14 dpi), por lo que su “score” de lesiones pulmonares
fue cero durante todo el periodo (cuadro 2). Los nédulos
linfaticos mediastinicos presentaron tamaifio pequefio y
aspecto normal.

Grupo G2 inoculado con serotipo 5 ATCC. Las lesiones
pulmonares observadas en el grupo G2 se hicieron mas
evidentes a los 3 dpi, llegando a su mayor grado de lesién
a los 5 dpi; los cerdos afectados presentaron lesiones
tipicas de una infeccién por App, con focos neumoénico-
hemorrégicos y necréticos, pleuritis moderada y adherencias
leves entre las pleuras. A los 7 dpi las lesiones fueron mas
organizadas y de un menor tamafio. A los 14 dpi las lesiones
eran pequefias y con una fibrosis intensa y adherencias
pleurales (figura 1A).

El promedio de lesiones pulmonares (n = 15) de los
animales de este grupo fue de un 7,7%, observandose el
mayor “score” a los 5 dpi, el cual alcanzd a 21,75%. Los
nddulos linfaticos mediastinicos se observaron con un leve
aumento de tamafio y congestivos.

Grupo G3 inoculado con el aislado de campo. Las lesiones
observadas en G3 fueron sobreagudas a 1 dpi, aprecidndose
en los pulmones extensas zonas de aspecto hemorrdgico
y dreas de necrosis. Ademads los pulmones estaban esca-
samente colapsados, con edema, septos interlobulillares
distendidos y presencia de liquido sanguinolento en la
cavidad pleural. A los 3 y 5 dpi las lesiones pulmonares
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tenfan mayor organizacion y delimitacion; sin embargo,
seguian siendo de gran intensidad, asociadas con pleuritis
serofibrinosa extensa (figura 1B). A los 7 dpi habia lesio-
nes neumonicas focales, necréticas y firmes y pleuritis
extensas. A los 14 dpi fue més frecuente encontrar lesiones
encapsuladas (secuestros) y adherencias pleurales bien

Cuadro 2. Promedio porcentual de las lesiones pulmonares
observadas en cerdos experimentalmente inoculados con una
cepa de App, agrupados segtin tratamiento durante los diferentes
periodos de necropsia (1, 3, 5, 7, 14 dpi). G1: grupo control,
G2: grupo inoculado con cepa ATCC serotipos 5, G3: grupo
inoculado con aislado de campo. dpi: dias posinoculacion.

Mean of the percentage of lungs lesions observed in pigs
experimentally inoculated with a strain of App, grouped according to
treatment during different periods of necropsy (1, 3, 5, 7, 14 dpi). G1: con-
trol group, G2: group inoculated with serotypes 5 ATCC, G3: Group
inoculated with field isolated. dpi: days post inoculation.

Promedios de lesiones pulmonares
por grupo en los diferentes dias de eutanasia®

Idpi  3dpi 5 dpi 7 dpi 14 dpi

Gl ob ob ob ob ob
G2 (o 4,75% 21,75 7° 5¢
G3 35,3¢ 50,7¢ 40° 37,5° 23,5¢

45 ¢Valores con diferentes letras por columna en superindice indican
diferencias estadisticamente significativas por medio de la prueba
de t para muestras independientes.

Figura 1. Pulmones de cerdos experimentalmente inoculados con App. A: Foco neuménico consolidado (flecha) en 16bulo cardiaco
(animal de G2, 14 dpi. crotal 39). B: Focos neuménicos en 16bulo apical, cardiaco y parte dorsal del I6bulo caudal del pulmén izquierdo.
Ademds se aprecia intenso edema intersticial y pleuritis severa (flecha) (animal de G3, 5 dpi. crotal 24).

Lungs of experimentally inoculated pigs with App. A: Consolidate pneumonic focal lesion (arrow) in cardiac lobe (animal from G2, 14 dpi.
eartag 39). B: Pneumonic lesion in apical, cardiac and dorsal part of caudal lobes of the left lung. In addition there is an intense edema and severe

pleuritis (arrow) (animal from G3, 5 dpi. eartag 24).
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consolidadas. Los ndédulos linfaticos mediastinicos se
observaron aumentados de volumen, inicialmente muy
congestivos, edematosos en los cuadros agudos de 3 y
5 dpi y aumentados de tamafio a los 14 dpi.

El promedio de lesiones pulmonares de G3 fue de 37,4%
(n=15), lo que convierte a este grupo en el mas afectado.
Al analizar los tres grupos y comparar sus “scores’ totales
de lesiones pulmonares, sin considerar los dias de sacrifi-
cio, se aprecian diferencias estadisticamente significativas
(P <0,05) entre los tres grupos de estudio. Al comparar las
medias de porcentajes de lesiones pulmonares entre los
distintos grupos a un mismo dia de sacrificio se observé
una diferencia significativa (P < 0,05%) entre G1 y G3,
asi como también entre G2 y G3, no asf entre G1 y G2
en 1 dpi. En los siguientes dias de necropsia se aprecia-
ron diferencias estadisticas en 3 dpi sélo entre G1 y G3,
mientras que a los 14 dpi se observé diferencia entre G1
v/s G2 y G1 v/s G3 (cuadro 2).

LESIONES HISTOLOGICAS

Grupo control G1. En el grupo control no se observaron
lesiones neumonicas, ni lesiones compatibles con infeccion
con App en ninguno de los cerdos. La tonsila presentd
detritus con exudado e hiperplasia del tejido linfoide en
un animal a 1 dpi. Los nédulos linfaticos no presentaron
evidencias de necrosis, apoptosis o activacion del tejido
linfoide.

Grupo G2 inoculado con serotipo 5 ATCC. Los cerdos
presentaron lesiones caracteristicas de App desde 1 dpi,

observandose edema alveolar, aumento de macréfagos
alveolares pulmonares (MAPs) y presencia de detritus en
los bronquios y bronquiolos. A los 3 dpi habia neumonias
leves y microtrombosis de vasos pequefios. A los 5 dpi se
observé microtrombosis, dreas de necrosis y zonas de neu-
monias extensas y severas con MAPs, detritus y fibrina en
los alvéolos (figura 2A). Los septos interlobulillares tenian
vasos linfaticos distendidos y habia depdsitos de fibrina
e infiltrados de leucocitos en ellos. A los 7 y 14 dpi las
lesiones disminuyeron en intensidad, observandose exudado
en los alvéolos de caracter leve a moderado. Las zonas de
necrosis, asociadas a vasos trombosados, tenian un fuerte
infiltrado leucocitario, con detritus y neoformacion fibrosa
en la zona periférica. Por otra parte, la pleura presentaba
lesiones mds intensas a los 5 dpi, disminuyendo progre-
sivamente a los 7 y 14 dpi. En las tonsilas se encontraron
detritus en criptas, con presencia de colonias bacterianas
y necrosis aisladas del tejido linfoide, sin observarse di-
ferencias importantes en relacién a los dias de sacrificio
de los animales. En el nédulo linfitico mediastinico se
encontraron principalmente necrosis aislada en el tejido
linfoide e hiperplasia de los foliculos a los 5y 7 dpi.

Grupo G3 inoculado con el aislado de campo. En G3 las
lesiones pulmonares fueron de gran severidad desde el
inicio y con caracteristicas de una infeccién por App. En
los animales sacrificados a los 1y 3 dpi se apreciaron he-
morragias intensas, edema, exudado y colonias bacterianas
en los alvéolos. Los bronquiolos y bronquios presentaron
exudado conformado principalmente por macréfagos de
citoplasma espumoso (activados) y neutréfilos. En los

Figura 2. Cortes histolégicos de pulmones de cerdos experimentalmente inoculados con App. A: Se aprecia un infiltrado leucocitario
alveolar compuesto por macréfagos activados y polimorfonucleares (PMNs)(flecha), y edema alveolar leve (cerdo de G2, 5 dpi. crotal
11. Hy E; aumento 100X). B: Se aprecia un intenso infiltrado leucocitario alveolar rodeado por un halo inflamatorio y la neoformacién
de tejido fibroso en la periferia (secuestro) (flechas) (cerdo G3, 5 dpi. crotal 24. H y E; aumento 32X).

Lung histology of experimentally inoculated pigs with App. A: Wide leukocytes alveolar infiltrates composed of activated macropha-
ges and polymorphonuclear cells (arrow) and a mild alveolar edema (pig from G2, 5 dpi. eartag 11. H-E; 100X). B: Severe leukocytes alveolar
infiltrates, surrounded by an inflammatory halo and neoformation of fibrous tissue in the periphery (secuestrum) (arrows) (pig from G3, 5 dpi.

eartag 24. H-E; 32X).
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septos interlobulillares también se observaron infiltrados
leucocitarios, vasos sanguineos congestivos y/o trombo-
sados, hemorragias y dilatacién de vasos linféticos. A los
5 y 7 dpi estas lesiones estaban mds organizadas y con
exudado importante dentro de los alvéolos, bronquiolos y
bronquios. Ademads, se observaron zonas de necrosis, con
organizacién de tejido inflamatorio periférico (secuestros
de tejido necrético) (figura 2B). A los 14 dpi las lesiones
necroticas estaban bien consolidadas y fibrosadas periféri-
camente. La pleura presentd un grado de pleuritis intenso
a los 3 dpi, mientras que a los 7 y 14 dpi las lesiones se
tornaron mds crénicas y mejor organizadas. Las tonsilas
tenian detritus y colonias bacterianas durante toda la ex-
periencia y necrosis aisladas del tejido linfoide de forma
moderada a intensa. El nddulo linfatico mediastinico
presentd necrosis linfoides aisladas y/o focales de mode-
radas a intensas a 1 dpi, disminuyendo progresivamente
hasta los 14 dpi.

Comparacion estadistica de las lesiones histopatoldgicas
entre los grupos de cerdos inoculados (G1, G2 y G3). Al
comparar los grupos G1, G2, y G3, las tonsilas tenian
una diferencia estadistica entre el G1 y G3 (P <0,05). El
andlisis del nédulo linfitico mediastinico mostr¢ diferencia
estadistica significativa sélo entre G1 y G2 (P < 0,05),
no asf entre el grupo G2 y G3, donde no se detectd tal
diferencia en las lesiones histopatoldgicas. Finalmente,
el andlisis de las lesiones pulmonares mostré diferencias
estadisticas significativas entre G1 y G3 (P < 0,05).

DISCUSION

Clinicamente, los cerdos de los grupos inoculados con
App (G2 y G3) hicieron un cuadro clinico de PCP, ocurriendo
una sintomatologia mas evidente en los cerdos inoculados
con el aislado de campo, que presentaron un cuadro febril
desde 1 dpi hasta los 9 dpi, concordando con lo descrito por
Maes y col (2001), asi como un cuadro sobreagudo de la
enfermedad que causé la muerte de dos animales al 1 dpi.
Este aspecto es coincidente con lo descrito por Dubreuil
y col (2000) y Straw y col (2002), quienes encontraron
un cuadro febril intenso inicial, debido a que App puede
expresar y secretar un perfil determinado de citotoxinas,
ya sea Apx I, IT o III, mientras que todos los serotipos
secretan la toxina Apx IV (Koyama y col 2007).

La evaluacién de la infeccion de los animales se realizé
mediante dos técnicas: la prueba de ELISA en los animales
vivos y el aislamiento microbiolégico del agente en los
pulmones de los cerdos al momento de realizar la necropsia.
En el primer caso, el test de ELISA resulté negativo para
todos los cerdos de G1, G2 y G3 antes de ser inoculados.
Posterior a la inoculacidon, se observd seroconversion a
los 14 dpi. Aun asi, un 37,5% de los animales se mantuvo
negativo al test de ELISA (n = 8 animales). No obstante,
dentro de este porcentaje se incluyen los tres animales de
G1 alos 14 dpi, los cuales debian ser negativos a la prueba,
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mientras que los cinco restantes, de G2 y G3, cuatro sero-
convirtieron y uno arrojé un resultado de sospechoso, lo
que avala la alta especificidad y sensibilidad de la prueba de
ELISA creada por Dreyfus y col (2004). Por otra parte, el
test indirectamente entrega informacidn respecto al estado
inmunitario del plantel de donde provenian los animales,
ya que no habia anticuerpos calostrales, ni anticuerpos
circulantes en respuesta a la toxina Apx IV, recordando que
el gen de esta exotoxina sélo se expresa in vivo. Para este
trabajo, los animales fueron seleccionados de una granja
libre de App y libres de anticuerpos calostrales, por lo que
la seroconversion de ellos ocurrié de forma similar a la
descrita por Straw (2002); sin embargo, un cerdo de G3
no seroconvirtié a los 14 dpi, lo que podria estar asociado
a varias causas, dentro de las cuales la mas plausible es
que el cerdo no generd una respuesta inmunolégica de
tipo humoral acorde con la gravedad del cuadro clinico y
lesiones observadas (Sanchez y col 2005). Este efecto se
podria deber a una secrecion de citocinas antiinflamatorias
(IL-10) (Cho y col 2005).

Por otra parte, el aislamiento de App desde el pulmén
permite constatar la infeccion en los animales; sin em-
bargo, esta técnica no estd exenta de dificultades, ya que
el App tiene requerimientos especiales de cultivo como
es un ambiente microaerofilico. En esta experiencia el
aislamiento de App desde el pulmén fue de 46,7% para
G2y 66,7% para G3, utilizando medio PPLO suplemen-
tado con NAD e incubado con un 10% de CO, a 37 °C.
Segun O’Reilly y Niven (2002), los mejores resultados se
obtienen desde muestras de pulmon recolectadas durante
la necropsia, que a pesar de las condiciones entregadas
esta técnica sigue teniendo una baja sensibilidad, la cual
segun estudios de Fittipaldi y col (2003) es de un 17%. Sin
perjuicio de todo lo anterior, la imposibilidad de reaislar
App de todos los cerdos inoculados pudo radicar en una
baja carga bacteriana en el pulmén de algunos animales
o la capacidad que tienen de eliminar un patégeno de su
organismo a través de la accion del sistema inmunoldgico,
principalmente de inmunidad tipo celular (Haesebrouck
y col 1997), lo que puede estar relacionado con una
mayor presencia de exudado leucocitario en los alvéolos
a partir de los 5 dpi y hasta 14 dpi en G2 y durante toda
la experiencia en G3.

Por otra parte, existen escasos trabajos sobre cambios
hematoldgicos en el curso de la PCP. Los cambios hema-
toldgicos encontrados en el presente estudio son propios
de un cuadro inflamatorio agudo y endotoxemia severa.
Sin embargo, a diferencia de lo encontrado por Kiorpes
y col (1989), en donde el nivel maximo de leucocitos se
presentd justo en el momento en que se detectaron los
signos clinicos y alza térmica de los animales en este
estudio el aumento de leucocitos se observo dos semanas
posterior a la inoculacidn, tanto en el grupo de cerdos
inoculados con el serotipo 5 ATCC como en el grupo
inoculado con el aislado de campo. Lo anterior pudiese
deberse a la patogenicidad y virulencia més relevante
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del aislado nacional, en comparacién con el serotipo 5
ATCC utilizado, lo que concuerda con lo expresado por
Haesebrouck y col (1997) en su revisién. Los cambios en el
recuento diferencial del leucograma también son consistentes
con un cuadro agudo endotéxico. Al igual que lo descrito
por Kiorpes y col (1990), se observé una disminucién leve
de los neutréfilos a 1 dpi y una disminucién continua de la
linea mononuclear hasta los 7 dpi, los cuales se encontrarian
secuestrados a nivel pulmonar (Lumsden 2000). Un patrén
similar en la dindmica del leucograma se ha observado en
cerdos inoculados experimentalmente con endotoxina via
endotraqueal, a una concentracién de 0,1 pg/ml en 10 ml
de solucion salina (Fenwick y col 1986). Ast, la leucocitosis
observada en este estudio se deberfa principalmente a un
aumento de neutréfilos inmaduros, seguido por un aumento
de monocitos, los cuales comenzaron a repuntar posterior a
7 dpi. No obstante, en otro estudio realizado por Kiorpes y
col (1990) se demostrd que en aquellos cerdos que sufrieron los
cuadros mas agudos se presentd una disminucion significativa
de toda la linea leucocitaria a las cuatro horas posinoculacion,
y que continué bajando hasta el deceso de los animales. En
conclusion, los datos obtenidos en este estudio difieren en
algunos aspectos con Kiorpes y col (1990), posiblemente por
el uso de serotipos diferentes de App.

En cuanto a las lesiones macroscdpicas, €stas fueron
concordantes con los estudios realizados por otros autores
(Dubreuil y col 2000, Buret y col 2004). Sin embargo, las
lesiones observadas en G3 fueron mas extensas y severas que
las descritas por Buret y col (2004), por cuanto en algunos
animales de G3, sacrificados a 1 dpi, habia extensas lesiones
de necrosis en el parénquima y algo similar se observé en
un animal de G2 de 5 dpi, en donde gran parte del pulmén
derecho presentaba lesiones de aspecto necrético de colora-
cién oscura. Al comparar las medias de las lesiones en los 15
cerdos de cada grupo sélo se observo diferencia estadistica
a 1 dpi, no asi en los demas dias de sacrificio. Lo anterior
estaria relacionado a que las lesiones mas agudas se observan
posterior al primer dia posinoculacién, mientras que en 3,
5,7,y 14 dpi la respuesta orgdnica redujo ostensiblemente
las lesiones y el porcentaje de pulmon afectado, por lo que
no se generaron diferencias estadisticas significativas para
estos dias posinoculacién.

Por otro lado, las lesiones histopatoldgicas observadas
fueron las tipicas descritas para las infecciones producidas
por App; sin embargo, como la inoculacién se realiz6 en
animales que provenian de una pirdmide genética libre de
anticuerpos contra App, las lesiones fueron mucho mas
prominentes que las descritas por Dubreuil y col (2000) en
donde las hemorragias alveolares fueron mas bien ocasionales,
mientras que el intenso exudado leucocitario, microtrombosis
y edema intersticial fueron las lesiones mas cominmente
encontradas (Bertram 1988). En los casos sobreagudos, el
exudado leucocitario estuvo compuesto principalmente por
un reclutamiento intenso de polimorfonucleares (PMNs) y
macrdfagos activados, lo que ya ha sido descrito extensa-
mente por Wang y col (2001). A medida que los cuadros
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evolucionaron, el contenido de macréfagos en los alvéolos
aumentod, observdndose en ellos citoplasma espumoso,
propio de células con fagocitosis activa; conjuntamente
con esto se observé un niimero moderado de linfocitos. Por
otra parte, la delimitacién inflamatoria del tejido necrético
constituyendo miuiltiples zonas de secuestros en los animales
de 14 dpi corresponde a las descripciones de la enfermedad
en la fase tardia (Straw y col 2002).

La observacidn de figuras de necrosis aisladas y apop-
tosis en el tejido linfoide asociado al sistema respiratorio
(tonsila y nédulo linfatico mediastinico), observadas con
mayor frecuencia desde 5 a 14 dpi en G2 y durante toda
la experiencia en G3 se deberia a la expresién masiva de
citocinas a nivel sistémico (Cipridn y col 2004).

En el presente estudio fue posible caracterizar las ma-
nifestaciones clinicas y lesionales de un aislado de campo
de App, obtenido a partir de animales que cursaron con la
enfermedad aguda en planteles productivos chilenos. Los
resultados de este estudio son una valiosa informacién sobre
la patogenia de la enfermadad, la cual fue evaluada a través
del comportamiento de los pardmetros hematdlogicos y
lesiones macroscdpicas e histoldgicas. Lo anterior permitié
concluir que este aislado de campo corresponde a un App
patégeno, por cuanto manifestd lesiones mds intensas que
las descritas para el serotipo 5 ATCC, el cual ha sido ca-
racterizado como uno de los mds patégenos dentro de los
15 serotipos existentes (Sanford 1998). La caracterizacién
de este aislado de campo, sobre el estudio de la respuesta
inmunoldgica y la secrecién de citocinas proinflamatorias,
en conjunto con la cinética de excrecién de App, seran otros
importantes aspectos que ayudaran a comprender atin mejor
la patogenia de la PCP y apoyaran las medidas de control
de la enfermedad en la industria porcina nacional.

RESUMEN

Se realiz6 una inoculacién experimental de A. pleuropneumoniae
utilizando un aislado de campo y una cepa de referencia ATCC serotipo 5,
para lo cual se utilizaron tres grupos de animales (n = 15 para cada grupo).
El grupo 1 (G1) fue inoculado con medio estéril, el grupo (G2) con serotipo
5 ATCCy el grupo 3 (G3) fue inoculado con un aislado de campo (418/07).
Los resultados mostraron diferencias significativas (P < 0,05) en el recuento
de leucocitos totales entre el grupo G1 v/s G2y G1 v/s G3 y los grados de
las lesiones pulmonares totales evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0,05) entre los tres grupos de estudio. Las lesiones
histopatoldgicas pulmonares mostraron diferencias estadisticas relevantes
s6lo entre G1 y G3 (P < 0,05). En este trabajo se verifican diferencias
importantes del comportamiento entre el aislado de campo y el serotipo
5 ATCC, sobre los cambios hematoldgicos y las lesiones macroscopicas
e histopatolégicas ocasionadas por ellos, lo cual podria indicar una mayor
virulencia y patogenicidad del aislado nacional. Se espera en un futuro
proximo serotipificar este aislado nacional de App.
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