aplicacion. En contraposicion a nuestros resultados Martin Rillo no encuentra ninguna
diferencia en el caso de la prolificidad.

Koning 3, recoge en su libro sobre inseminacion de la cerda. que cuando se anade a
las dosis seminales de cuatro a cinco U.L de oxitocina, inmediatamente antes de su
utilizacion, se incrementa la fertilidad entre cinco y siete puntos. vy la prolificidad de
0,2-0,4 lechones por camada. 5
_ Somos de la opini6n, al igual que hacen la mayoria de los autores® * 3. que el
incremento de la fertilidad y prolificidad obtenida con el empleo de la oxitocina, bien
anadida al semen previamente a su utilizacion o bien inyectada por via intramuscular,
puede deberse al incremento de las poblaciones espermaticas en el tracto genital feme-
nino después de la inseminacion artificial, al estimular las contracciones del tracto
genital femenino.

RESUMEN

La adicién de cuatro U.I. de oxitocina a las dosis seminales inmediatamente antes de
su utilizacion en la inseminacion artificial porcina, produce un incremento de la fertili-
dad (92,10 =+ 440% vs 77,80 = 7,01%), tanto mas acusada cuanto menor sea la
fertilidad de la explotacin. Se constata, asimismo, un incremento de la prolificidad,

(l:iJ;rza)da aproximadamente, en un lechon mas por camada (10,74 *+ 1,68 vs 982 +
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ESTUDIO DE LA PLEURONEUMONIA PORCINA EN
LA PROVINCIA DE LEON. I. ENCUESTA SEROLOGICA
EN POBLACIONES CON PROBLEMAS

DE PLEURONEUMONIA

(PORCINE PLEUROPNEUMONIA IN LEON (SPAIN).
I. SEROLOGICAL STUDY ON SWINE POPULATIONS
WITH PLEUROPNEUMONIA)

Por C.B. Gutiérrez Martin,
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J. Sudrez Estrada

y E.F. Rodriguez Ferri
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Palabras clave: Actinobacillus pleuropneumoniae, fijacion del complemento, cerdo.
Key words: Actinobacillus pleuropneumoniae, complement fixation, pig.

SUMMARY

A serological study on 339 animals from two different farms in Ledén has been
performed, using complement fixation test. In those farms, porcine pleuropneumonia
had formerly been detected. The number of positive sera was high (73,2%) but the
same did not happen with the titers, being 40 their most frequent value. Anticomple-
mentary sera were very scarce (0,3%). As for the number of positive animals, no diffe-
rences were observed during the months in which the study was carried out, but as for
the titers some variations were noted. Both farms revealed similar percentages, though
the titers were higher in one of them.

RESUMEN

Hemos llevado a cabo un estudio serologico, empleando la técnica de fijacion del
complemento, a partir de 339 animales procedentes de dos explotaciones leonesas

* Unidad Docente de Microbiologia e Inmunologia.
Dpto. de Patologia Animal. Sanidad Animal. Universidad de Leon.

An. Fac. Ver. Leon. 1989, 35, 117-126
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donde se habian detectado con anterioridad problemas de pleuroneumonia porcina. El
numero de sueros positivos fue elevado (73.2%), lo que no sucedio con los titulos, cuyo
valor mas frecuente fue 40. El porcentaje de sueros anticomplementarios fue muy
escaso (0,3% del total). A lo largo de los meses estudiados no se observaron diferencias
en cuanto al nimero de animales positivos pero si en cuanto a sus titulos. El porcentaje
de cerdos seropositivos fue similar en ambas explotaciones. aunque los titulos resulta-
ron mas altos en una de ellas.

INTRODUCCION

Durante los ultimos afios los métodos de produccion porcina han variado sustancial-
mente. Esta especie se explota en la actualidad en grandes comunidades que son
sometidas a condiciones intensivas, con drasticos controles de produccion y co_nd:-
ciones higiénicas poco adecuadas, en la mayor parte de las ocasiones. La carga animal
por unidad de superficie, unida a la presién genética de las razas mas selectas convierte
a estos animales en blanco facil de multiples causas de enfermedad.

Estas condiciones han propiciado el auge de las enfermedades respiratorias que hf”}
llegado a convertirse en factores limitantes de una produccion eficiente 5 9. A4 m’nobf_m-
lus pleuropneumoniae constituye una de las causas mds graves de enfermedad respira-
toria para el ganado porcino. Produce una forma de pleuroneumonia que, en su forma
aguda, cursa con inflamacién fibrinosa de pleura y pulmon, generalmente de conse-
cuencias fatales. En su forma cronica la manifestacion lesional es similar, con pleun’tls
fibrinosa y necrosis del tejido pulmonar, aunque apenas se producen bajas en el contin-
gente porcino 2,

Desde que el agente etiolégico fuera descrito por primera vez en 1964 !¢ hasta nues-
tros dias ha sido descrito en todo el mundo, especialmente en los paises mas industria-
lizados, habiéndose identificado por el momento doce serotipos. La situaciéon en nues-
tro pafs, sin embargo, es bien distinta ya que apenas ha sido estudiaglo este grof-‘iesg-
;fan solo se ha denunciado en Catalufia ! y mas recientemente en Castilla y Leon 11 =

3. En ambos casos se ha realizado el aislamiento directo del microorganismo 2 partir
de pulmones de animales de matadero, por lo que continta sin haberse estudiado el
proceso desde un punto de vista seroldgico a partir de los animales en las explota-
ciones,

Con este trabajo pretendemos llevar a cabo una encuesta seroldgica, mediante el
empleo de la técnica de fijacion del complemento (F.C.), en dos explotaciones leonesas
de cerdos de cebadero, en las que anteriormente fue detectado A. pleuropneumoniae,
para establecer una relacion entre el grado de aislamiento bacteriano previo ' 12 12y el
fumero de individuos seroldgicamente positivos.

MATERIALES Y METODOS

Se parti6 de 339 sueros porcinos recogidos en el matadero industrial “Frilesa, S.A.”
¢ Leén, durante el afio 1988. La distribucién de estos sueros figura en la Tabla 1.

Empleamos basicamente la técnica de F.C. descrita por Nielsen 9. Para la elaboracion
s antigeno elegimos los serotipos més frecuentes descritos en nuestra Comunidad
Auténomg 11, 2,3, 4, 7y 8. Preparamos un antigeno bacteriano de células completas,
usando un medijq agar PPLO enriquecido con extracto fresco de levadura al 10%, suero
de caballo al S%, glucosa al 0,1% y NAD al 0,0025% !1. Como interesaba recoger mate-
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rial capsular bien desarrollado, utilizamos cultivos de seis horas que fueron susI‘)’en-
didos en un tampon PBS estéril. Tras realizar dos lavados a 7.500 x g, el “pellet” se
resuspendia en el volumen original de tampon fosfato, al que se habia incorporado
mertiolato como conservante, en una proporcion 1/25.000. Finalmente, la suspen-
sion bacteriana se ajustaba a una densidad oOptica de 2, a 550 nm y se conservaba a
4oC.

Para la realizacion de la técnica se emplearon microplacas de fondo en “U”, donde
se mezclaban 50 pl de antigeno (previamente titulado) con un volumen igu‘al de suero
problema, que con anterioridad habia sido calentado a 56°C durante 30 mm}itOS para
destruir su propio complemento. Una vez inactivado, era sometido a diluciones do-
bles seriadas en los pocillos, comenzando en 1/10. Como diluyente del suero ¥ dEfl
resto de los reactivos de la prueba se utilizd un tampén veronal comercial (Biome-
rieux). .

En un tercer tiempo de la reaccion se incorporaban 50 ul de complemento (Biome-
rieux) (convenientemente titulado), al que se habia afiadido un 1% de suero de ternera
fresco, con el fin de contrarrestar el efecto procomplementario natural del suero de
cerdo 6. Los tres primeros elementos de la reaccion eran incubados durante la noche a
4oC. Al dia siguiente se incorporaban a la reaccién 50 pl de mezcla hemolitica, inte-
grada por volumenes iguales de gldbulos rojos ovinos suspendidos al 2,5% y suero
hemolitico de conejo titulado (Biomérieux).

Tras un nuevo periodo de incubacion de una hora a 37°C, se procedia a la interpreta-
cion de los resultados. Se consideraba como titulo del suero el reciproco de la dilucion
mayor capaz de provocar como maximo el 50% de hemdlisis en los pocillos. Los que
presentaban una hemdlisis superior a ese porcentaje en la dilucién inicial eran conside-
rados negativos.

Para comprobar el correcto funcionamiento de la F.C. se incluian en cada microplaca
los controles del antigeno, del poder anticomplementario del antigeno, del poder anti-
complementario de cada uno de los sueros problema, del complemento y del veronal.
Se colocaban, asimismo, un suero negativo y uno positivo, ambos de referencia.

El estudio estadistico se efectud mediante el paquete de programas BMDP, emple-
ando el estadistico X 2 para las variables cualitativas, y un analisis de varianza para
relacionar variables cualitativas y cuantitativas.

TABLA 1
Relacién de sueros procedentes de las explotaciones estudiadas

MESES EXPLOTACION 1.2 | EXPLOTACION 2. TOTAL
Mar. 88 27 (8,0%) 0 27 (8,0%)
Abr. 88 166 (49,0%) 0 166 (49,0%)
May. 88 78 (23,0%) 30 (8,8%) 108 (31,9%)
Jun. 88 25 (7,4%) 0 25 (7,4%)
Oct. 88 0 13 (3,8%) 13 (3,8%)
TOTAL 296 (87,3%) 43 (12,7%) 339 (100,0%)
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RESULTADOS

Los sueros estudiados fueron positivos en 248 casos (73.2%). negativos en 90 (26,5%)
y anticomplementarios en 1 (0,3%). (Tabla 2).

40 (29% del total de positivos), seguido por los titulos 80 (27.4%) y 20 (23,0%). Los de 10
y 160 registraron porcentajes similares (8,5% v 10,9% respectivamente), quedando un
resto de tres sueros con titulos superiores a 160 (1,2%). La media de los titulos de los
sueros positivos fue de 61,57 # 61.71 (media = desviacion estandar). La distribucion
de los titulos se aproximo a la normalidad después de transformarlos en valores logarit-
micos.

TABLA 4
Porcentaje de los resultados mensuales obtenidos mediante F.C.

TABLA 2
Resultados globales de la fijacion del complemento (F.C.)
N.e DE SUEROS TITULOS N.e DE SUEROS
POSITIVOS 248 (73,2%) 10 21 ( 8,5%)
20 57 ( 23,0%)
40 72 ( 29,0%)
80 68 ( 27,4%)
160 27 ( 10,9%)
320 2 ( 0,8%)
640 1 ( 0,4%)
TOTAL 248 (100,0%)
NEGATIVOS 90 (26,5%)
ANTICOMPL. 1( 0,3%)
TOTAL 339 (100,0%)
TABLA 3
Resultados mensuales de la F.C.
SUEROS
MESES POSITIVOS NEGATIVQOS ANTICOM. TOTAL
Mar. 88 19( 5,6%) 8( 2,4%) 0 27(  8,0%)
Abr. 88 117(34,5%) 49(14,5%) 0 166(49,0%)
May. 88 82(24,2%) 26( 7,7%) 0 108(31,9%)
Jun. 88 19( 5,6%) 5( 1,5%) 1(0,3%) 25( 7,3%)
Oct. 88 11( 3,2%) 2( 0,6%) 0 13( 3,8%)
TOTAL 248(73,2%) 90(26,5%) 1(0,3%) 339(100,0%)

Para los 248 sueros positivos se obtuvieron siete titulos diferentes, comprendidos
entre 10 y 640, que figuran especificados en la Tabla 2. El titulo mas frecuente fue el de
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SUEROS
MESES POSITIVOS NEGATIVOS ANTICOM. TOTAL
Mar. 88 70,5% 29.5% 0% 100%
Abr. 88 70,5% 29,5% 0% 100%
May. 88 75,9% 24.1% 0% 100%
Jun. 88 76,0% 20.0% 4% 100%
Oct. 88 84.6% 15.4% 0% 100%
TABLA 5
Titulos de los sueros positivos. especificados por meses (F.C.)
MESES
TITULOS | Mar. 88 Abr. 88 May. 88 Jun. 88 Oct. 88 TOTAL
10 0 11(4.4%) 6(2,4%) 0 4(1,6%) 21(8,5%)
20 6(2,4%) | 38(15,3%) | 9(3.6%) 0 4(1,6%) | 57(23,0%)
40 9(3.6%) | 36(14,5%) | 21(8.5%) | 3(1,2%) 3(1,2%) | 72(29,0%)
80 4(1,6%) 21(8,5%) | 31(12,5%) | 12(4,8%) 0 68(27,4%)
160 0 10(4,0%) | 14(5,6%) | 3(1,2%) 0 27(10,9%)
320 0 1(0,4%) 0 1(0,4%) 0 2(0,8%)
640 0 0 1(0.4%) 0 0 1(0,4%)
TOTAL 19(7.7%) | 117(47,2%) | 82(33,0%) | 19(7,7%) | 11(4,4,%) |248(100,0%)
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La distribucion mensual de los resultados se recoge en las Tablas 3 v 4. Se observa
gue en todos los meses el numero de positivos supera ampliamente al de negativos.
Destaca en especial el mes de octubre (84,6%), seguido por el resto, que no ofrecen
grandes diferencias (porcentajes comprendidos entre 76% y 70,5%). El suero anticom-
plementario fue detectado en el mes de junio. No se demostraron diferencias significa-
tivas para los resultados de la F.C. en relacion con los meses. Los titulos mas elevados
correspondieron (por este orden) a los meses de mayo, junio y abril, en tanto que los
registrados en marzo y octubre no subieron por encima de 80 y 40 respectivamente
(Tablas 5 y 6). El analisis de varianza efectuado reveld la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (P = 0,0).

TABLA 6
Porcentajes mensuales de los titulos de los sueros positivos (F.C.)

TABLA 8

Porcentajes de los restultados de la F.C. por explotaciones

SUEROS EXPLOTACION 1.2 EXPLOTACION 2.a
POSITIVOS 73,3% 72,1%
NEGATIVOS 26.4% 27.9%
ANTICOMPL. 0.3% 0%
TOTAL 100.0% 100,0%

En lo referente a las explotaciones, se detectaron porcentajes de positivos ligera-
mente superiores en la primera explotacion que en la segunda (73,3% y 72,1% respecti-
vamente) (Tablas 7 y 8). Tan escasa fue la variacion que no se encontraron diferencias
significativas entre los resultados proporcionados por ambas explotaciones. Si se com-
probaron, en cambio, al relacionar explotaciones v titulos de sueros positivos (analisis
de varianza: P = 0,0170). Los titulos mas altos (320 y 640) aparecieron exclusivamente
en la primera explotacion. La relacion completa de los titulos en las dos explotaciones

MESES
TITULOS Mar. 88 Abr. 88 May. 88 Jun. 88 Oct. 88
10 0% 9.4% 7,3% 0% 36,4%
20 31,6% 32,5% 11,0% 0% 36.4%
40 47.4% 30,8% 25,6% 15.8% 27.3%
80 21,1% 17,9% 37,8% 63,2% 0%
160 0% 8,5% 17,1% 15,8% 0%
320 0% 0,9% 0% 5,3% 0%
640 0% 0% 1,2% 0% 0%
TOTAL 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
TABLA 7
Resultados de la F.C. por explotaciones
SUEROS EXPLOTACION 1.2 | EXPLOTACION 2.2 TOTAL
POSITIVOS 217(64°0%) 31(9,1%) 248(73,2%)
NEGATIVOS 78(23,0%) 12(3,5%) 90(26,5%)
ANTICOMPL. 1(0,3%) 0 1(0,3%)
TOTAL 296(87,3%) 43(12,7%) 339 (100,0%)
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queda reflejada en las Tablas 9 y 10.

TABLA 9
Titulos de los sueros positivos, por explotaciones

TITULOS EXPLOTACION 1.» EXPLOTACION 2.2 TOTAL

10 15(6,1%) 6(2.4%) 21(8,5%)

20 51(20,6%) 6(2,4%) 57(23,0%)

40 62(25,0%) 10(4,0%) 72(29,0%)

80 62(25,0%) 6(2,4%) 68(27,4%)

160 24(9,7%) 3(1,2%) 27(10,9%)
320 2(0,8%) 0 2(0,8%)
640 1(0,4%) 0 1(0,4%)

TOTAL 217(87,5%) 31(12,3%) 248(100,0%)
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TABLA 10
Porcentajes de los titulos de los sueros positivos por explotaciones (F.C.)

TITULOS EXPLOTACION 1.2 EXPLOTACION 2.2
10 6.9% 19.4%
20 23,5% 19.4%
40 28,6% 32,3%
80 28,6% 19,49%
160 11,1% 9.7%
320 0.9% 0%
640 0,5% 0%
TOTAL 100,0% 100,0%
DISCUSION

Debamos destacar, en principio, el elevado nimero de animales seropositivos identi-
ficados (73,2%), superior a los porcentajes obtenidos por otros investigadores en dis-
tintos paises, como Schultz er al. 14 que en USA consiguen resultados positivos en el
32,1% de los sueros, o Kume er al. 4 que demuestran porcentajes del 52,5% en Japon.
Estos resultados, sin embargo, no han de sorprendernos demasiado porque como ya
indicdbamos en la introduccion, los animales encuestados procedian de granjas donde
se habian aislado previamente A. pleuropneumonia ''- '2. En otros estudios efectuados
sobre una muestra mas amplia de animales, de los que desconociamos su historia
clinica en relacion con este proceso, detectamos porcentajes sustancialmente inferiores
(42,3% del total) 3.

A lo largo de los cinco meses muestreados, la distribucion de los cerdos seropositivos
fue homogénea, como lo confirma la no aparicion de diferencias significativas. Han
sido, sin embargo, varios los autores que han observado una marcada variacion estacio-
nal de la enfermedad, con épocas de exaltacion en el periodo comprendido entre el
final del otofio y el comienzo de la primavera, para adquirir en el verano una relevancia
minima 13. 15. 17, Debemos, no obstante, considerar estos resultados con reservas, ya
que proceden de aislamientos bacterianos y no de estudios serologicos. El hecho de
que los titulos més elevados se concentren en el final de la primavera, en tanto que los
revelados en otros meses (como octubre) no superen el valor de 40, parece indicar que
!OSADFOCesos mads graves se iniciarian en las épocas mas frias del ano, a finales del
Invierno o principios de la primavera, por lo que, en este sentido, nuestros resultados si
se @Drpximarian a los sefialados por los autores que sostienen la existencia de la citada
variacion estacional.

~Los porcentajes de sueros positivos en cada explotacion fueron pricticamente idén-
Licos pero no asi sus titulos. La presencia de los mds elevados en la primera podria
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justificarse por el mayor numero de animales encuestados o simplemente, por la pre-
sencia de procesos mas agudos. :

Debemos indicar que los resultados que hemos obtenido son consecuencia de consi-
derar sueros positivos aquéllos con un titulo igual o superior a 10, dilucién mis alta que
la utilizada por otros autores 7+ 4, que parten de 2 o 4. Hay que resaltar ademas el
escasisimo numero de sueros anticomplementarios detectados (solo el 0,3% del total),
similar al obtenido por Nielsen ¥, que encuentra esta actividad en el 0,2%. La razon
podria estribar en la procedencia de las muestras de sangre (matadero), que eran proce-
sadas rapidamente. puesto que como indica la misma autora ? esta caracteristica tiene
su origen en una sangria deficiente o en una mala conservacion del suero hasta su
llegada a los laboratorios, por lo que seria mais propia de los sueros recogidos en
explotaciones. En un estudio que llevamos a cabo sobre muestras que procedian de
éstas, el porcentaje de sucros anticomplementarios se elevo hasta el 7,1%3, lo que
confirma la opinion de Nielsen .

Relacionando el grado de aislamiento de A. pleuropneumoniae en estos cerdos (del
5,7%) 11. 12, 13 con el numero de individuos seropositivos, se comprueba que éste es
casi trece veces mayor. Esto pone de manifiesto claramente que, con independencia de
la mayor o menor fortuna en los aislamientos, se trataba de procesos muy antiguos, de
modo que el hospedador habria sido capaz de destruir al microorganismo, mientras
que el dafo causado y los niveles de anticuerpos inducidos permanecerian durante
mucho mas tiempo. Esta mayor proporcion de resultados positivos aconseja, ademds,
el empleo de las técnicas serologicas (fijacion del complemento en este caso) como
métodos mds sensibles v, por tanto, eficaces a la hora de tener una conciencia mds
completa sobre la situacion de la cabafia porcina, en relacion con la enfermedad.

A la vista de nuestros resultados podemos concluir que el nivel de anticuerpos en
esas dos explotaciones estudiadas es considerable, lo que pone de manifiesto, una vez
mis, la importancia de la infeccion por A. pleuropneumoniae en nuestro dmbito geogrd-
fico 1. 12. 13| Sin embargo, el predominio de titulos no excesivamente altos y el gran
desfase observado entre el grado de aislamiento v los resultados seroldgicos, nos hacen
pensar en la existencia de procesos de tipo cronico en su mayoria, como parece ratificar
el hecho de que los animales (inalizaran su vida en el matadero, cuando un cuadro
agudo o sobreagudo suele ocasionar consecuencias fatales 5.
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SUMMARY

A comparative study of complement fixation, ELISA, and 2-mercaptoethanol aggluti-
nation techniques adapted to the diagnosis of porcine pleuropneumonia, was carried
out. By starting off from 339 sera it was proved that the most sensitive technique was
ELISA. Complement fixation -although not as satisfactory as the previous one- produ-
ced some acceptable results. While, compared with the other two, 2-mercaptoethanol
agglutination was the one which showed the worst results, as much in respect to the
number of positive sera as in relation to the titers, and so we do not regard it as useful
for the detection of antibodies against. A. pleuropneumoniae.
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