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INTRODUCCION

Generalidades

Las infecciones respiratorias de los animales domésticos re-
presentan en la actualidad uno de los mayores renglones de

perdidas econdmicas de la industria pecuaria de México. Las
enfermedades respiratorias pulmonares de los cerdos son de -
gran importancia en México. Magqueda (1977) indica que aproxi
madamente entre el 30% y ¢l 50% de lous cerdos de abasto que

llegan a los rastros de nuestro Pals, presentan lesiones neu
ménicas. '

Estas infecciones son de cardcter agudo o crdnico, siendo --

las dltimas de pran importancia por su dificil diagnéstico y
tratamiento. Con gran frecuencia dichas infecciones son de
bidas a varios nicroorganismos que actuan cn forma mixta v

secuencial, Comunmmente se estructuran <on la secuencia: -

- Virus - Organismos intermedios - Bac-
En este tipo de secuencia el "Organismo interme- -

dio'" estd representado por una Chlamydia o un Mycoplasma.
Generalmente, la

Factores ambientales

terias.,

infeccidn solo se desencadena

cuando los --
factores ambientales son adversos.,

(Pijoan 1978).
En un estudio realizado por Pijoan, Ochoa y Trigo (1976) se
reportd que la bacteria aislada con mayor frecuencia de pul-

mones neumdnicos de cerdos sacrificados en ¢l rastro de Fe--

rreria fu@ Pasteurella multocida. Esta bacteria fut ademis

la {inica que se relaciono estadfsticamente con las

lesiones
severas,
La Pasteurella multocida se considera en cerdos un- invasor -
secundario, comunmente invelucrada en-los procesos denomina-

dos: Virus Pig Neumonian, Neumonfa Enzootica Viral, y Neumo:--



nfa Enzootica Porcina. Sin embargo, el agente etiologico -

principal de estas enfermedades es un micoplasma,

Por otro
lado,

la Neumonia Pasteurclosica como tidl, ha sido descrita

por Rlood y Henderson (1961) como una enfermedad de tipo crg

nico con una distribuci6n geografica mundial, Tanto la in-
cidencia como la severidad de las lesiones son mayores en --
las zonas frias o templadas que en las tropicales; sin embar
go e¢n estas (ltimas se presenta un aumento considerable de -
hrotes de la enfermedad con cuadreos agudos o sub-agudos pos-

terior a una perturbacién climatoldgica (tal c¢omo un "nor- -
te'),

Por su cardcter de cnfermedad crénica la Pastcurelosis Pulmo
nar en cerdos afecta la conversién alimenticia, constituyen-
do asf uno de los problemas mas serios a tomar en cuenta en

la redituabilidad de las explotaciones porcinas (Young 1956)

Caracteristicas de la bacteria

En ¢l género Fasteurclla han sido clasificadas varias espe--

cies, algunas de las cuales posteriormente han sido cambia--
das de género o de nombre.

El nombre de Pasteurella multo-

cida que ahora e¢s mundialmente aceptado fué propuesto

por --
Rosenbuch y Merchant en 1939,

Sin embargo no es raro cncon
trarla referida como Pasteurclla séptica v anteriormente Lig

nicres, en 1901, la llamo Pasteurella suiseptica,

Actualmente se describe como pequefio baston Gram negativo in

mbévil que crece bien en medios sélidos enriquecidos con sue-
ro o sangre. Es anacrobio facultative y en medios liquidos
puede crecer en caldo nutritivo con sucro o en Todd-Hewitt -

fresco. A la tincibn de Gram presenta una bipolaridad ca--
racteristica.  Sus colenias son usualmente redondas, brillan

tes v grisaceas, algunas cepas produciendo c¢olonias mucoides



por sus cédpsulas que tienen gran cantidad de Ac. hialurénico
(Carter y Annau 1953).

Bioquimicamente es oxidasa y catalasa positiva, incapaz de¢ -
descarboxilar la lisina, hidrolisar la arginina y oxidar el
gluconato, asf como también para utilizar ¢! malonato y ¢l -
citrato. Es positiva a la prueba de descarboxilacién de 1a
ornitina (Cowan y Steel 1974),

Existe un medio simplificado "SIM modificado” (Pijoan y -
Ochoa 1978b} que nos permite, con la inoculacifén de un solo
tubo, diferenciarla de los otros micruurganismos del mismo -
género basada en su capacidad para producir Indol, aunada a

su incapacidad para acidificar la raffinnsa y para producir
i,S en SIM.

La Pasteurella multocida ha sido objcte de uns gran cantidad

de estudios seroldgicos. Roberts, desde 1947, definio 4 se

roprupos de esta bacteria lamandolos I, II, TI1, 1Iv, Pos-

tertormente Carter ratificd gque existidn 3 grupos serolépi--

cos pero los designd A, B, C, y D. Correspondiendo en cuan

to a la anterior clasificaci6n en el siguiente orden B, A,

b, Mis tarde del serogrupo € se¢ descartd y sc descubrif un

nueve serogrupo E.

Se han realizado varios trabajos con 1a intencién de hallar
si cxiste alguna corrclacidén entre el scrogrupo y la patoge-

nicidad para un huesped especifico. Desgraciadamente estos

trabajos no han llegado a conclusiones definitivas.
Namioka y Murata (1901} continuando con los cstudios scrolé-
gicos concluyeron que si bién las clasificaciones de Roberts
y Carter

mencionadas se bhasan en la deteccifn o manifesta- -
cidon del antigeno capsular, debe también tomarse en cuenta -

la existencia del antigeno somftico (0},  Este determina --
que existan subgrupos dentro de cada uno de los serogrupos -

va mencronados. Los subgrupos s¢ designan con nlmeros ard-

bigos.



Patogenicidad

La Pasteurella multocida es un comensal frecuente en el trag
to respiratorio superior de los animales domésticos. Smith
(1955} cita una incidencia de 51% en tonsilas, nariz y gan--
glios tifiticos de los cerdos.

Es un patdgeno potencial u
oportunista que

invade los tejidos cuando las resistencias -
del huesped se ven disminuidas,

Por ello se clasificarfi como patégeno sccundario (Pijoan 19-
7. Estos se definen como aquellos yuer no pucden estable-
cer 1a enfermedad por si solos en condiciaunes normales, pucs
no resisten los mecanismos de defensa del huesped. Solo 1o
gran colonizar cuando estos mecanismos <an deprimidos por va
rias causas entre las que se enpcuentran apentes fisicos comeg
ta temperatura, 1a humedad, ¢l transpurte hrusco, los agen-
tes quimices come los corticosteroides y |

5 oinfecciones por
un patdgeno primario como un micoplasma ¢ un virus.
Sin embargo en el caso de los conejos, aparentemente se com-

porta como piutdgeno primario (Suarez, 1979y,

Fsto supicre
gie

los mecanismos de defensa varian de especice a especie,

Lesiones

La neumonia causada por Pasteurella multocida presentard un
cuadro de bronconcumonia crénica que puede extenderse a una
pericarditis y pleuritis (Jubb y Kennedy 1970

Dunne 1975},

La extensifn de lus lesiones pulmonarcs varia de acuerdo con
la severidud de la infeccién; Por lo tanto en casos ligeros
unicamente porciones de

los lobulos anteriores e¢stan involu-



cradas; Mientras que cn casos scveros tanto los 16bulos ante-

riores como los diafragmiiticos estan involucrados. Microscé

picamente se observa consolidacién con una coloracién grisa--
cea en casos crénicos y rojiza en casos recicntes y en ocasio

nes 16bulos atelectisicos. Sobre la pleura se nota una in--

flamacién serofibrinosa, con la cufl se desarrollan adheren--
cias, siendo &sta la lesién mds caracterfistica de Pasteurclo-
sis Pulmonar en nuestro pais, alin que no es patognoménica, ya

que también se presenta en otras enfermedades como hemofilio:
sis.

Microscépicamente se aprecia una bronconeumonia de tipo exuda
tivo con una distribucién lobular, Lo cambios histolbgicos

iniciales incluyen una infiltracién e linfocitos y macréfa-

gos alrededor de bronquiolos y vases =anguincos, juntoe con in

vasidn de los espacios alveolares por date tipo de células y

algunos neutréfilos, Conforme la wenfernedad avanza, ltos cam

hios histolégicos se tornan mis severss v ostin representados
por bronconeumonia severa v una hiperplasia Tinfoide peribron

quiolar, La presencia de abundantes neutrofilos, células mo

nonucleares y exudade mucopurulento en alveolos y bronquiolos
en este tipo de infeccidn es cavacterintica,

Comunmente como estadio terminal de 1a peumonia se observa
la presencia de abscesos y dreas neerfiticas distribuidas en
todos los 16bulos.

Si la infeccién adquiere la forma septicemica se observan he-
morragias equimdticas y petequiale

en membranas serosas y mu
cosas asi como en la picl.

$
También se aprecia una faringi--
tis aguda con acGmulo de fluido amarillento en el tejido sub-
cutanco adyacente; los pulmones se muestran cdematosos y con-
gestionados (Murty 1965). ’

En Tos casos crénicos o subclinicos las lesiones caracteristi
cas serfin consolidacifn rojo-grisacen, .con uny tendencia ma--

yor hacia el gris que la que se encuentra en micoplasmosis



ademds de la presencia dc adherencias.

(Pijoan y Trigo 19-
78}).

Serotipos Comunmente Asociados con Cerdos

Carter, en 1967, publicé los datos obtenidos a lo largo de -

varios afnos en ¢l estudio de 97 cultivoes obhtenidos de cer--

A, 3 del seroprupo B, 118 del D
v 19 no fueron tipificables. Ex

das 157 fueron de scrogrupo

interesante que los 3 cul-
tives del grupe B, el culdl causa septicemia epizootica en b
fulo y bisonte, fueron aisltadas de cerdos en Malaya, Austra-
lia y Francia.

e 32 cultives de cerdo tipificados por Perrau v oy, (19--

t2y, 20 fueron del tipo A v 12 del tipo D,

Numioka v Bruner (1961) recobraron los siguienles serotipos
de cerdes.

Serotipo No.-de Cepas

1:A 1
1:? ]
4:7 1
3:A 2 )
5:A 3
1:D 1
2:D 12
4:D |

Buxton y Frazer (1977) reportan como los serotipos mas fre--

cuentes aislados de cerdo los siguientes: AL;.3A;. SA;-4D;- 4D
10D, A -

En la ENEP Cusutitlén se estd realizando uhé edcuéstd:con la

finalidad de conocer los serogrupos mas:frecuentes en nuestro



medio y los resultados obtenidos hasta ahora indican que las
cepas aisladas de cerdos pertenecen a los scrotipos A vy I) en

cantidades aproximadamente iguales (Gonzfilez comunicacidn --
personal).

Pasteureila multocida como agente infeccioso oportunista

La Pasteurella multocida se considera un invasor secundarie
cliasico ya que s6lo es capaz de producir la enfermedad cuan-
do las defensas del huesped sc ven disminuidas ya sea por --

factores ambicntales o la primoinfeccién por un patéyeno pri
mario.

La asociaci6n con virus fué mencionada desde 1938 por Hutyra
Marek v Manninger; considerandola un agente productor de le-
siones a posteriori en cerdos infectados con virus de la pes
te porcina hoy Célera porcino,

Q

su asociacién con micoplasma en la produceidn del cuadro 1la

mado Neumonia Enzootica Porcina gquedo perfectamente demostra
do por Smith (1970),

Los trabajos de Hetrik y Chang (1973) demostraron que los --
animales inoculados experimentalmente con Pasteurella multo-
cida v Myxovirus Parainfluenza-3 mostraron una elevacién de
1a temperatura y una debilidad respiratoria de severidad va-
riable; alteraciones que no se presentaron cn los animales -
inoculados unicamente con uno de los agentes, Es de hacer -
notar que la presentacidén de los signos, asi como su severi-
dad, fué en menor tiempo ¥ mis alta en los animales cuya se--
cuencia de infeccibn fué virus - bacteria (lapso de 48 hrs.)

que en aquellos que se realizo en forma inversu o bien simul
tinea,

En 1973 Betts y col. tomando como basce la alta ocurrencia --



de Pasteurella multocida, (predominantemente serogrupos A y D,
en neumonia, serositis toraxica y otras lesiones en cerdos --
Carter y Bain 1960), adn cuando se le consideraba agente in-
viasor secundario, estudiaron los efectos de infecciones mix--

tas de P, multocida serogrupo

A y Adenc o Enterovirus cexperi

mentalmente producidas en cerdos gnotchidticos. Encontraron

que los cerdos inoculados con Adenovirus mas Pasteurella pre-
sentaban lesiones neuménicas similares o las encontradas en -
los animales inoculados exclusivamente < on virus, pero €stas
eran significativamente mayores que las eristentes cn cerdos
inoculados sole con bacterias. Lo mi~ notable fud la amplia
distribucién que presentd la bacteria #i -er aislada de va- -

rios organos luego de la muerte de los animales, diseminacién
que no eccurrid en les ineculades exclusivamente con pasteure-
Plas, En ocuantt a los animales inoculados con Enterovirus y
P“ﬁifﬁffllﬁ' Tas lesiones pulmopurc& fueion

mayores on los a-
ulados

nimales i

con da mezcla uue vonoun solo agente pero
la mayer discminacién bacteriana ocurrid on las cerdos que so

lo recibieron Pasteurella. S¢ hace notir en este trabajo

que las lesiones pulmonares tanto macroschpicas como microsch
picas fueron semejantes a las observadas en la enfermedad 1la
mada Plaga Porcina; €éste ¢s uno de los nombres con los que an
tericrmente se designaba u los procesos infecciosos de indote
respiratorio en los que se hallaba implicada Pasteurclia mul-
tocida en asociacién con el virus del Célera,

Interacciones de la Pasteurella multocida con e) virus del C6
lera Porcino.

Existen varios antecedentes de la interaccién que existe en--
tre el virus del cblera porcino y la Pasteurella multocida, -
ademds del ya mencionado de Hutyra y Marek donde aparentemen-

te estaban involucradas cepas virales de baja virulencia.




En 1970, en un estudio realizado en
Pasteurelosis en bovinos y cerdos y
procesos, Martinez y Verdura (1970)

Cuba sobre incidencia de
sus asociaciones a otros
reportan que el 34.6% de

los casos de Pasteurelosis pulmonar en cerdos estaban asociu

dos con Célera porcino.

l.a interaccibén que cxiste entre estos 2 agzentes qued6 sufi--

cientemente demostrada por los trabajos de Piioan v Ochoa

(1978a3. En estos se encuentra que las lesjones pulmopares

(8rcas neumdnicas) producidas en cerdos vacunados experimen-
talmente con vacuna de virus vive lapinizude de alto pasaje
por la via y a las dosis recomendadas por » fahricante, y
Pasteurella multocida (inoculada intratraquealmente

2 una do
sis de 3 ml. de una suspencién conteniendo 5.6

o9 ‘e
v x 107 organis
mos vivos por mi.),

fucron mis amplias ¥ wnav severas conpara
das con las d¢ los cerdos que recibicron solamente un agente
en igual dosis. fsto sugiere gque cualquier virus vivo, atn
cuando sea apatdgeno «n condicviones naturales presenta siner
pismo con 1a Pasteurella multocida en la preduccidn de

un -~
cuadro neumbnico.

‘s de hacer notar que en dicho trabajo -
se muestra ademids que ¢l cfecte de sinergismo tiene un lapso

6ptimo de secuencia, ya que cl mis alto valor calificativo

de las lesioncs neumbnicas aparcce en los cerdos donde el g

tervalo entre la vacunacifn viral y la infeccifn bacteriana
es de 3 a 5 dfas comparandolas con 1as producidas cuando el

lapso entre una y otra infecciones fué de 15 dfas.

El mismo grupo de investigadores ha continuado con sus traba

jos tendientes a conocer mejor los mecanismos por lo que ocu
rre este efecto de sinergismo.  Pijoan y Campos (1977}, des-
cubrieron que la vacunacién con ¢l virus ya descrito (Cepa -
China) realizada bajo las indicaciones correspondientes dis-
minuye la fagocitosis de parte de Jos macréfapos alveolares.
Mas recientemente Pijoan, Hernindez y Ochon (1979

) -

demostriaron que el ¢fecto del virus sobre Ja fapocitosis fué



mis evidente en los 2 primeros dfas y después a partir del --

dia 11 postvacunal. Estos autores sugicren que el primer --

efecto sec debidé a la leucopenia postvacunal y e] segundo a la
replicacién viral y la aparicibn de macréfagos jovenes, apa--

rentemente menos activos. Sin embargo, tomando en cuenta - -

que la Pasteurella multocida es un habitante frecuente del

tracto respiratorio superior de los animales domésticos quizi

no sea el efecto del virus sobre los macréfages el mecanismo

mas significativo en cuanto a la produccidn de la infeccibn -
mixta in vivo.

Mecanismos de defensa del Aparato Respiratorio a la P. multo-
¢ ida

La Pasteurella multocida es un habitante normal del tracto --
respiratorio superior de los animales domésticos presentande

en los cerdos una alta incidencia {Smith 10585}, Cidsicamen-

te estd involucrada en la produccidén Jde infecciones mixtas,
"patbgeno potencial”,

Sin embargo su forma de habitar ¢ in-

fectar presenta ciertas peculiaridades: El ser una bacterin

capsulada le proporciona resistencia a la fagocitosis siendo

Esta una caracteristica de los patégenos primarios (Pijoan

1978) . Sin embargo no presenta adherencia el epitélio tra--

queobronquial quizds sca esta la raz6n per la que no causa da
fio a este nivel (Pijoan y Ochoa datos sin publicar).

Por otro lado el tamafio de la bacteria, que ¢s de 2 a 3 mi- -

cras de largo por 0.15 a 0.25 micras de didmetro sugiere que

sc depositard

a nivel bronquial donde sera objeto de remocién
por parte del

aparato mucociliar (Green 1970}, Este aparato

mucociliar constituye cl mecanismo de defensa mis importante

del tracto respiratorio superior y esta integrado por el moco
y tos cilios.

El moco triaqueobronquial es una mezcla de secrcciones produci



das por: (A) Las c€lulas caliciformes que estén a lo largo --

del epitelio traqueobronquial intercaladas entre las células

ciliadas en una proporcién aproximada de 1 secretora por §

5% ci
liadas. (B) Las glindulas de secrecifn mixta o acines glfin-

dulares ubicados en la submucosa de traquea y bronquios; sus
productos de secrecién son vertidos a la luz de traquea y - -
bronquios por los conductillos gldndularcs y (€) La secrecifn
de las células de Clara que existen en ¢l epitelio de los
bronquiclos, aidin que aparentemente en cerdos no estan muy de-
sarrolladas (Appendini comunicacién personal),

En conjunto, el moco presenta una composicifn de agua, sales,

mucina y enzimas como liso:zima, ferritina, tactoferrina y be-

ta-lisina. La mucina es una larga cadena de polisacdridos -

conectados a una cadena de polipeptidos o corazén. La composi

ci6n tamafio y nlGmero de carbohidrates {prupe de cadenas pros-
téticas) varia en las distintas especies, pero en todas son -
heterosacdridos conteniendo hexosaminas {plucosamina y galac-
taosamina) galactosa, fucosa y frecuentemente una unidad termi
nal de acido sialico. Todos los grupos prostéticos de carbo

hidratos estan unidos covalentemente a los aminoacidos resi--

duales formando asi un sialomucopolisacirido ¢l cudl constitu
ye el recubrimiento epitelial y es de caravterfsticas dcidas
(Xilburn 1967).

En cuanto a la defensa contra Pasteurcella particularrente, se
debe tomar en cuenta la existencia de una

fuerte actividad --
bactericida por parte de la traquea.

Esto fué ampliamente -

demostrado por los trabajos de Pijoan y Ochoa (1978c¢). Estos

tenian la finalidad de conocer cuales ceran los dafios que la -

Pasteurclla multocida era capaz de realizar en cxplantes tra-

queales de embrién de cerdo inoculados cxperimentalmente.

Sin embargo lo que se observé es que las traqueas contaban --
con una substancia bactericida la cudl ern capaz de bajar el

. . 9
titulo de bacterias desde 107 a  en aprox, 18 - 24 hrs. Es

ta actividad fué igualmente manifiesta al probar cultivos de



bacterias en el sobrenadante de un cultivo de traqueuas de 72
hrs. y no se presenté cuando se colocaron bacterias en presen
cia de un homogenisado de traqueas; por lo cuil ellos conclu-
yen que la actividad bactericida reside en alguna substancia
sintetisada por la traquea. [.a naturzleza quimica de esta -
substancia es aln desconocida, el hecho de que su poder bacte
ricida se halla visto disminuido luego de haber sida tratada
con tripsina sugiere que es de naturaleza proteica. Estu-
dios realizados posteriormente han revelado que no se trata
de lisozima (Pijoan comunicacidn personal).

La produccidén de moco varia mucho dependiendo de las condicio
nes ambientales y fisiolégicas, se¢ ha estimado que un indivi-
duo normal en condiciones ambientales no agresivas produce de
.1 a .3ml. por Kg. de peso en 24 Hrs. (Ebert 1978y, £l moco
traqueobronquial esta dispuesto en 2 capas, una adhesiva pega
da a la pared la cudl posee una elevada tensidn superficial y
es ospesa y dura y otra capa mids fluida y mbévil a

cuwitl €5 -
mas interna y

es en la que los cilios presentan su movimiento
mas libre.

Los cilios son protuberancias finas de las c€lulas del epite-
lio tragueobronquial el cuil es de tipo cilindrico citiado --
seudoestratificado en las regiones mas anteriores del drbol -
respiratorio y se¢ va perdiendo lo cilinmdrico a medida que - -
avan:za, quedando un cpitelio plano ciliado tipo pavimentoso -
en las regiones mis internas. Cada una de las células cilia
das presentan aproximadamente 200 cilios y una gran cantidad

de elongaciones mas pequehas llamadas microvilli de las cua--
les se sugiere pueden ser cilios en desarrollo (Kilburn 1967)
lLos cilios son de mayor tamafio en lus células cilindricas que
en las columnares o cuboidales asi que en los brongquiolos ya

son muy pequefos o ho existen, Los cilios tragueales miden
aproximadamente 6 micras de largo por 0.3 micras de difimetro.

Su movimiento presenta 2 fases que son: Hacia adelante en for



ma s@Gbita y enérgica y hacia atrds (regreso hacia su posicién
original), despacio y un poco inclinados sobre su propio eje,
esto créa 2 corrientes aparentes, la funcional hacia adelante

y otra de menor velocidad que sucede en la zona proximal a
las células.

La velocidad de flujo varia de acuerdo con la regibn y estf

en funcidén a la velocidad y tamafio de los cilios. La remo-

cién mis lenta es en bronquiolos, y cn humanos se ha estimado
que es de .4 a 1.6 mm./min. (Ebert R. 1978), mientras que la

velocidad en tragquea es de 10 & 20 mm./min. {Toigo A, 1963),

En la bifurcacidn traqueal de perros se¢ ha calculado que es

de aproximadamente 12.6 mm./min. (Asmundsson T. 1970).
Por el hecho que no presenta citcadherencia y que ademfs cs

un gran negativo ¥ por cllo no ¢s susceptible a 1a v dn de

la lisozima, se¢ sugiere que ¢l mecanisme de defensa mas impor

tante con el que cuenta el cerdo contra esta bacteria es: La

substancia bactericida inespecifica anteriovmente referida,
En conclusién, un probable mecanismo de avuda del que serin -
responsables algunos virus sevia la inhihicidn o disminucién

en la sfintesis de ésta substancia.

Explantes traqueales como modclo experimental en el estudio -
de infecciones mixtas.

El cultivo de explantes traqueales fué descrito desde 1965 co
mo un medio idénco para el cultivo de virus que afectan el --

tracto respiratorio del hombre (Tyrrell y Hoorn 1965). Pos -
teriormente se han utilizado como un excelente modelo in vi--
tro de la respuesta del aparato mucociliar ante diversos

microorganismos causantes de problemas respiratorios,

Ha sido ¢con la utilizacion de estos como Pijoan vy cols, han -



estudiado entre varias cosas el efécto de¢ los micoplasmas en -
su papel de patdgeno primario en las infecciones mixtas (1972)
y fué asf mismo con la utilizacién de este modelo experimental

el hallazgo de la substancia bactericida a 1a que anteriormen-
te se hizo referencia.



OBJETIVDO

El objetivo de este trabajo es demostrar si el virus vacunal
de Célera Porcino, virus vive lapinizade de alte pasaje "Ce
pa China' presenta algan efecto sobre la sfntesis o accidn -

de la substancia bactericida contra P, multocida, utilizando

como modelo experimental explantes traqueales de embridn de

cerdo.



MATERIAL Y METODOS

1. Explantes traqueales.

Se obtuvieron traqueas de embridn de cerdo colectadas en el
rastro de Tlalnepantla, Edo. de Méx., siguiendo para tal fin
la técnica de necropsias en suino de Jericho (1976), Se

transportaron al laberaterio de bacteriolnpia de ENEP €, en -
cl medio para cultivos célulares F-10 win suero vy adicionado
de antibioticos en una concentracién de 1,000 000 U, 1. de pe -

nicilina y ' gr. de streptomicina por litro, Al llegar al

laboratorio se incubaron durante 30 min. & 37°C. con la fina-

lidad de obtener una optima accién de tos antibidticos. Pos

teriormente se retird todo ¢l tejido advarente (restos de esd
fago, timo, laringe, etec.? ¥ se cortaron en anillos de aproxi

madamente & a 4 mm. de espesor siguiendo ta o téenica de corte

con navaja de rasurar sugerida por Lastra {1978). Losoani- -
Iles ya cortados son sometides o una seypunda incubacién a 37°

C. durante 30 min. en medio con antibidticos para evitar toda
posible proliferacidn de germenes ambicntales que hayan infec

tado 1as traqueas durante ¢l proceso de corte,
A continuacidn de esta incubacidén y alGn en medio con antibif.

ticos sc¢ revisé la viabilidad de cada uno de los anillos ob

servando el movimiento ciliar, valiendose de un microscépio
estereoscépico marca Olympus, o un microscopio compuesto de -
luz invertida marca American Optical, desechandose en este pa

so todos los anillos que no presenten un movimiento ciliar --
convincente.

Los anillos scleccionados s¢ lavaron con medio F-16 sin suero
Yy sin antibioticos 4 un volumen calculado de 3 ml, por anillo

en botellas de dilucién de leche, agitando suavemente durante

1 min, Esto se hizo 3 vecen, cambiando 1a totalidad del me-



dio cada vez, evitando asi quec pueda permanccer en los ani- -
llos traqueales cualquier residuo de antihiGticos el cuil pro

piciaria variaciones indeseables en el desarrollo del experi-
mento.

Posteriormente se formaron lotes de 10 anillos c/u en bote-

1las de¢ dilucién de leche y se cultivan en medio F-16 comple-
to.

2. Medio de cultivo.

El medio de cultivo utilizado en todos los pasos del experi--

mento fué el F-16 el cudl consiste en: Medio minimo esencial

de Eagle con sales de Hank, plutamina y aminoficidos

no esen- -
ciales,

Lo que se describe como medio completo es este mis.
mo con 1o adicidn de suero fetal

de ternera o ouna concentra--
cidén del 10%,

Este medio resnltd sur o} mejor para tales fi
nes on un estudio comparative de 7 medios Jde cultivo realiza-
de por Lastra (1978).

3. Infeccibn viral.

Consistié en agregar una solucidén de virus vivo de Célera por
cino lapini:ade de alto pasaje "Cepa China' (Lab. Norden) en

una concentracidn de S dosis vacunales a ¢ada lote de anillos
que antes sc les retiré todo el medio de --

como diluyente el mismo medio sin suero y -

traqueales, a los
cultivo. Se usé

fue en este mismo medio que se mantuvieron las traqueas que -

no tendrian contacto con el virus.

Todos los lotes se incu-
baron a 37°C. 60 min.

Transcurrido este lapso se retiro el
indculo y el medio simple de todos los lotes, y se¢ agrego me-
dio completo a un volumen final de V mi. por anillo,

Sc realizd prucha de esterilidad sembrando una gota de cada -
lote en agar sangre.



En estas condiciones todos los lotes se colocaron a incuba- -
cién en estufa bacteriologica a 37° C.

4. Infeccibn bacteriana,

Consistié en agregar una suspensidon de Pastcurella multocida
en caldo nutritivo a una dosis de 0.05 mi.

por traquea. La
bacteria se obtuvo de lotes liofilisados cxistentes en el mis

mo laboratorio y se¢ hizo crecer en agar sangre,

Cada pareja de lotes antes de la infeccidn bacteriana fué so-

netida a examen de todas las traqueas y prucha de esterilidad
usando los métodos ya descritos.

Tanto nara checar la viabilidad del vermen como para conocer

¢l nGmeroc de oreanismos infectantes se realizd una cuenta via
ble a cada uno de los indculos por el método de Miles y Misra
(1938},

Los resultados sc¢ cvaluaron por cucentas viables a -
las 2

y a las 24 hrs. post-infeccidn siguiendo ¢l método ante
riornente citado. Antes de realizar cada una de las cuentas
bacterianas se revisd la viabilidad de las traqueas asi como
la esterilidad de cada uno de los lotes.

Tanto al inicio del experimento como al terminar el lapso de

infeccibn viral y al final del tiempo de infeccibn mixta se -
tomaron muestras que fueron fijadas en formol al 104 y envia-
das posteriormente al laboratorio de Ciencias Morfoldgicas --
del mismo departamento de Ciencias Biolbgicas de ENEP C. para
su procesamiento de corte y tinci6n con Hematoxilina-Eosina,-

con la finalidad de observar posteriormente sus cambios histo
patoldgicos.

Todo el material de vidrieria usado como fucron las cajas de

Petri en ¢l corte y las botellas de diluci6n de leche en el -
lavado y ¢l cultivo,se prepararon siguiendo ¢l método de lava
do de material para cultivo célulaves, sc esterilizaron por -



autoclave (121°C.-15
(130°C.-30 min.)

min.) y se sccaron con horno Pasteur --

El material quirurgico usado durante la recoleccidn y el cor
te se esterilizd por autoclave antes del experimento y duran

te éste se sometid a los procedimientos rutinarios de esterj
lizacién.

El experimento principal consistié en evaluar la capacidad -
de disminuir la cantidad de bacterias inoculadas’, o bien de
contrarestar su crecimiento, por parte de explantes traguea-
les previamente infectados con el virus del colera porcino.
Como control existiu en cada caso otro lote de traqueas seme
jante, tratado de la misma manera en el caltive pero que no
habia tenido centacto algune con el virus.

La evaluacién de)l crecimiento bacteriano se tlevo a2 cabo rea
lizando a todos los lotes una cuenta viable a las 2 hrs. y -

otra a las 24 hrs. considerando el momento dc ta

infeccion
bacteriana como 0 hrs.

Estas cuentas viables se efectuaran
utilizando el método descrito por Miles y Mira (1938).
La secuecncia de infeccidn se describe en el cuadro 1. Si--
guiendo este esquema de infeccibn se realizaron 3 repeticio-
nes del experimento luego de 2 ensayos preliminaves.



CUADRO. - 1

BOTLLLA NUM. INFECCION VIRAL INFECCTON BACTERTANA
1 0. Hrs. 12 Hrs,
2 i, 12 Hrs.
3 0 Hrsx. 24 Hrs.
v e 24 Hrs.
5 0 Hrs, 48  Hrs.
6 el 48 Hrs.
2 2P 24 Hrs,

(*) La botella nGmero 7 contenia solamente medio constituyen-
do asi el control de crecimiento bacteriana.

- 20 -



6. Estimacién estadistica.

Con la finalidad de evaluar estadisticamente

los resultados -
del experimento, se compard la eficiencia de

actividad de las

las no infecta--
das, cuando el lapso entrc las 2 infecciones fué de 24 hrs.

traqueas infectadas con virus con respecto a

Se¢ considera que los resultados de las cuentas realizadas o -
1as 2 hrs. después de la infeccidn

bacteriana nos reportan la
medida de la actividad bactericida

que presentan los explan. -

tes luego de 24 hrs. de exposicifn al virus, laz cuentas

viahles realizadas 24 hrs. posterior a4 la infeccién bacteria-
na nos indicardn la actividad bactericida desarrollada por ex
plantes traqueales sometidos a 48 hrs. de exposicitn viral. -

Es por Asto qur la evaluncifn de los datos se reaiizb por se-

parado, obteniendo en cada cuso un rango de eficiencia dife--
rente.

ia eficiencia se determind coms ol cociente de 1a relacidn: -
Cantidad de bacterias cn los lotes sin virus, entre la canti-

dad de bactertias en los lotes con virus, El promedio de es-

tos indices se consider8 "Eficiencia estimada”™

La evaluacifn estadfstica de este valor se¢ obtuve aplicando -

la formula de t de student segln el método de Snedecor y - -~
Cochran {1967).



RESULTADOS

A. Crecimiento bacteriano.

In todos los experimentos se observd que los lotes que habian
sido previamente infectados con el virus vacunal del Colera -
porcino, contaban con una nenor capacidad tunto para dismi- -
nuir ta cartidad de bacterias adicionadas como para evitar su
muttiplicacion en el medio.

Los resultac del experinenta en el que o) lapsoe entre la an
feceidn viral v la infeccifn bacteriana faé de V2 hrs,, apare

cen en el cuadro No.o 2., asi como en 1a fig. No. 1. kn
ellas se puede observar que tanto 1as tragueas infectudas co-
mo las ne infestadas, manifestaron su actividad bactericida -
va que las cantidades de bacterias detectadas a las ohirs

eran moperes von respecto g ko ocantidad de bacters

das, Sin embargo es evidenteo que existid uny wayor aotivi-

dJad bactericida en el lote gue no fud infectadn con virus,

to se manifestd mds clavamente en Ia-dectura de tas 24 hrs,,

va que el lote no infectado guedo estéril, mientras que on ol
otro el ntimere de bacterias aumento,

Los resultados del experimento cuyo liapso entre Ias antfeccis-

nes fudé Jde 24 hrs., sc muestran en ¢1 cuadro No, 3., asi como

en ta fig. No. !y aqul se observa que lote control de nedio,
ol cudl no contenia tragqueas, presenta un crecimiento bacte--
rianc considerable, permitiendonos comprobar de esta forma -

gque el pedio por si sole ne tiene relacién con iz disminucién
o crecimiento escaso de la bacteria. En cuante a la compara

cidn entre el lote infectiadn v el no infectade observamos que

tanto a las 2 como a las 2% hrs, postoriores

biacteriang, ¢l mimern de bucterias disminuye en ol lote ng in
fectado, mientras que wmenta en el infectados cuando en ol

. ‘ s , )
scegatdo oy 316 x W bacterias on ol prisere sola cxisten
- '

b
Vil hactertas,



1 cuadro No. 4 y la fig, No. 3, nos prescntan los resultados
de los lotes que fueron infectados con P. pultocida después -
de 48 hrs. de la infeccidn viral. Se pucde observar que 1a

actividad bactericida ya no es tan manificsta en ninguno de -
los lotes, sin embargo se presenta evidente el efecte de ta -
infeccibn viral en el hecho de gue ¢n ¢l lote no infectado ob
servamos una leve baja en la cantidad de bacterias, mientras

que en el infectado aumentan y resulta adn mds clare =1 s to

ma en cuenta yue a las 24 hrs., ¢l lote no infectado presenta
. L . , 4
un ligero crecimicento hacteriano que via solo de 2 x W07 g 4 x
4 :
107 cuando en el lote infectado ¢l aumento cs hastante oleva-

do ya que sc¢ dispara de 9 x w' s w0 x 0t

B. Hispatologia.

Las tragueas ohtenidas al inicio del experimento mostralan un
epitelio ciliade perfectamente definide, Se ohacrvaron ade-
mis una gran cantidad de fibras indiferenciadas a nivel de --

las capas muscular y muscularis mucosae, algunos espacios so-

gestivos de vasos cen formacibn contenicndo dentro unas cuan--

tas células, aparentemente eritrocitos inmaduros.

Lus traqueas observadas luego de V., 24 ¥y 48 hrs. de cultive
sin haber sido infectadas, presentarcn pérdida gradual de los
¢ilios y una leve desorganizacién de lu arquitectura tisular
del cpitelio. Este mismo tipo de dafio fué el
ron las traquecas que solo fucron infectadas
aumentando gradualmente en velacidn directa

(que presenta--
con bacterias, --
con ¢l tiempo de
cultive la pérdida Jde organizacidn en el epitelio.

Las traqueas que fueron infectadas con virus mostraban zonas
de desprendimiento epitelial alternadas con zonas donde el --
epitelio aparece Integro; ol tamafio ¥y nfimero de zonas de des-
prendimiento epitelial aumenta conforme el ticmpo de incuba--

cibn con el vivus, de tal manera que en agueldtar que permane- -

[
(]



cicron 48 hrs., con el virus, el epitelio aparcce desprendido
casi en su totalidad y las pocas zonas en las que atin no sc¢ -
ha desprendido aparecen sin cilios.

las traqueas observadas después de la infeccidén mixta presen-
tan una desaparicién total del cpitelio; solo aparecen fibras
1as cuales muestran una desorganizacidn completa en la puarte

mis interna de la traquea. Aparcecen ademds zopas de necro- -

4is a nivel de submucosa y mucosa, las cuales aumentan en ta-

mafc vy nimero de acuerdo al menor o mayor tiempo que estuvie:-
ron sometidas a la infeccibn mixta. L zonas de necrosis
aparecen como una masa heteregénen y disforme en la gue se
aprecian restos cclulares endoteliales principalnente, ya que
estin ubicadas cn los cspacios sugestivos de vasos en forma-
cién, las células de alrededor muestran uma necrosis de tipo
coagulativa con manificsto estado de picnusis L1 dano velu
lar ¢s nds severo en las zonas Jde necrosis de mayor tamaio,
Asi tenemos que las traqueas gue permancecicron 48 hrs., con -
la infeccidén mixta no presentan en genersl mis conas de necro
sis que las que permanccieron solo 24 hrs., pero si de mayor

tamafio y por lo tanto con mayor severidad.

C. Lstimaci6én estadistica.

El cdlculo de la eficiencia bactericida de las traqueas infec

tadas, en base a los resultados de las cuentas realizadas a -

<

las 2 hrs., reportdé los siguientes valores .62, .30,

49 y -
.21 el promedio de

Géstos fué .42, mismo que se considero co-

mo la cficiencia estimada. E = .42 con una desviacién. -=="~-
standard de .09

La estimacidn estadistica con un 803 de confianzé da como.re-
sultado un rango de eficiencia bactericida en las traqueas in
fectadas que va del 21% al 6334, '



Aplicando 1la férmula de t de student, obtenemos como resulta

do  6.44%% % 1o cudl es estadisticamente significativo.
kAP (,005

El mismo cdlculo efectuado en base a los resultados obtenidos

¢én Ias cuentas realizadas a ias 24 hrs., presenta los siguien
tes resultados.

Indices de eficiencia 0, 0, .4y .63 .

Estipacién con 99% de confianza:  "La-¢ficiencia bactericida

en las traqueas infectadas estd entre 0% y‘ 52% .
Aplicando la férmula de

t de student obtencmos como resulta-
do  5.533*%* 1o cuil

resulta scr altamente significativo.

2Ap < 0.01

t s
w



Explantes infectados con bacterias 12 hrs., después de la

feccidn Viral.

§-
Inoculo 90 x 10°  bacts./ml,

Lecturas  (bacts./ml,)

2 hrs, 24 “hrs.
Infectado con virus 20 x 10° 28 xquﬁk
No infectado con virus 1.1 x IOb 0.4 x- 10

in-



Boc!ev'ios/ml.

x 0%
n
<

CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO EN TRAQUEAS
INFECTADAS CON VIRUS VACUNAL DEL COLERA
PORCINO 12 HORAS ANTES
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Fig.No. 1
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Lxplantes infectados con hacterias 14 hrs., despué: de la
feccidn Viral.

Inoculo 10.4 x 106 bacts. /ml,

Lecturas thacts./ml.)
2 hrs. 24 hrs.
infectado con virus 19 x lﬂb 192 x iﬁh
No infectado con virus 9 x 10° 7y 10"

Control {Sin tragueas) -+ ---"--° 340 x 10



CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO EN TRAQUEAS

INFECTADAS CON VIRUS VACUNAL DEL COLERA
PORCINO 24 HORAS ANTES.
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Fig.No. 2



CUADRO: 4

Fxplantes infectados con bacterias 48 hrs., después de 1a in-

feccibén Viral.

Inoculo 3 x \04‘ bacts./ml.

Lecturas (Bacts./ml.)
1 hrs. 24 hrs.
Infectado con virus 9 x 10! 40 x \04

No infectado con virus 2.x 104 4 x 104



CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO EN TRAQUEAS

INFECTADAS CON VIRUS VACUNAL DEL COLERA
PORCINO 48 HORAS ANTES

1 80}
% /'
30+ P
- /
e
£ . e
~ B
(] 20 =
5 P
g '/'
< -
2 -
0 (%
“/
7 |
4 o e e e o e S e .4}
20K L ) e
PR P VUGS YN SO SN G AU SOV S AU S WO —
2 6 . 2 8 *“24

Horas o partir de fo infeccion bacteriang

- Trogueos ho infectonsos con virus
et Troquens wfectadas con viius 48 s ontes

Fig.No. 3



DISCUST OGN

S¢ comprobd el hecho reportado por Pijoan y Ochea (1978},
que existe en los explantes traqueales de embridn de cerdo

una fuerte actividad bactericida contra lg Pasteurella multe
cida.

Los resultados de los experimentos realizados sugieren que
la infececidn viral a la que los explantes fuereon sometidos

es capar de hacer disninuir su capacidad bactericida.

L evaluacién estadistica demuestra que da eoficiencia bacte-
ricida de les explantes infectados estd muy abalo de lo nor-
mal o esperado.

Ne dehe pasarse par alto el hecbo de que In capacidad de pro

parte de las tragueas -
4l tiempo de cultivo. -
Razon por la que los cultivoes que tenfan 48 hrs,

duccién de substancia bactericida de
on cultive, ostd en relacifu inversa
de exposi-
¢idn al virus cuando fueron inoculados con bacterias, ne mus
triran ung marcada actividad bactericida. Caso conlrarie
constituyen aquellos que solamente fueron inoculados con bac
terius luego de 12 brs., de exposicidn al virus.

Las lesiones observadas en los cortes histolfgicos sugieren
que el virus no cs solamente capaz de abatir la produccién

de substancia bacrericida, sino que adends al lesionar el --
epitelio permite 3 lu hacterta causar dafos en capas mds in-

ternas del tejido traqueal. Esto no ex posible que llegara

a1 ocurrir en la traquea intacta por la no adherencia de la -

I'. multorida al epitelio (Pijoan y Ochoa datos sin publicar)

Por 1o tante, se puede decir que ol virus vive del Célera --
porcing es capaz de comportarse cono patbgens primario a ni-
vel de aparato respiratorio cjerciendo 2

I actividades) Princi
palmente su replicacidn a nivel de tejidos especializados,

ésta s ba oresponsable de que exista una disminaeién estadis



ticamente significativa en la capacidad bactericida de 1a tra

quea, propiciande con €sto que Ja Pasteurclla multocida se --

multiplique y logre llegar a nivel de bronquiolos

y alveolos
donde se han descrito otros cfectos del mismo virus (Pijoan,

Ochoa y Herndndez, 1979).  Su otra actividad consiste en per

mitir que la bacteria por si misma dafie ¢1 Tejido traqueal --
cxistiendo asi varias complicaciones probabies, teniends to
das ellas como resultado final la presentacidn de problemas
Acumdnicos ya sean estos de tipo agudo o crénico.

La gravedad de este problema reside principalmente en 2 he-
ches:

a) Lu abundante y amplia distribucidn de¢ la Pasteurella multo

vs imposible de evitar dadas las condiciones de explotacién -

rorcina en México. £atas son de lipe intensive pringipalmen

,owon ¢l consecuente hacinamienyo, le cual) aunado il modo -

e

Jdv transmicidn de 1a bacteria, quo es per contacte directo o
1

al tener contacto con lm secreciones o caputos de un cerdo --
cuntaminado resulta inevitable.

b) La imposibilidad de suprimir la vacunacién contra el Chle-
ra porcinag tomando en cuenta su alta incidencia en la Repibli
ca Mexicana, as{ como las elevadas morbilidad y mortalidad ca
racteristicas de csta enfermedad.

Tampoco es posible sugerir 1a no utilizacidn de ta "Cepa Chi-

na" 3 ya que tanto la alta inmunidad que confiere, como toda

una serie de caracteristicas superiores a las otras vacunas -

han sido claramente descritas por Lee y Lin (1976).

e}

in embargo no debe olvidarse, que otro factor que puede lle-

gar a tener una influencia significativa en

la predisposicidn
de los

cerdos vacunados a contraer neumouia es. el stress, por

lo tanto resulta muy recomendable trata:

de evitar &ste lo m
ximo pousibile

, asT c¢omo aumentar las medidas de sanidad e hi--

gicne en los vorrates de los cerdos vacuumdos,

v
(5
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CONCLUSIONES

El virus vivo vacunal lapinizado de alto pasaje "Cepa
China' contra cl Cdlera porcinoe, es capaz de infectar -
los explantes traquealés de embridn de cerdo, disminu--
yendo con €ésto su produccién de 1a substancia bacterici
da inespecifica que es responsable de evitar la multi--
plicacién de la Pasteurella multocida.

ta sintesis de substancia bactericida de parte de los -
explantes traqueales, ‘estd en una relacidn inversa con
el tiempo de cultivo.

La infeccién viral de los cxplantes traqueales, provous
que 1a Pasteurella multocida infecte y cause dafios en
los tejidos internos de la traquen.

M
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