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1. RESUMEN

La interacci6n de uno o mis agentes etioldgicos parece ser
la hip6tesis mis certera para explicar la elevada incidencia y
persistencia de las neumonias en las granjas porcfcolas. El pre
sente trabajo aporté evidencia de una interaccién entre el virus
de Aujeszky y Pasteurella multocida en los procesos néeuménicos
del cerdo, mediante la inoculacifn de la bacteria por aerosol.
En este sentido dos experimentos fueron conducidos secuencial -
mente: El primero consistif en determinar el patrdn de remocién
pulmonar de la bacteria bajo condiciones normales de salud del
cerdo; el segundo experimento consider8 el efecto de la infec--
ci6n de los cerdos con el virus de Aujeszky sobre la eliminacién
bacteriana del pulmén. La remocifn pulmonar de la bacteria se -
llev6 a cabo con patr6n progresivo '"menos bacterias a mayor - -
tiempo". No se encontr6 diferencias significativas entre el pul
mén izquierdo y el derecho, ni entre 1lébulos y sf hubo diferen-
cias entre el nGmero de bacterias depositadas a las O horas y -
las recuperadas a las 8 y 30 horas. En los cerdos infectados --
previamente con el virus de Aujeszky hubo una marcada disminu--
ci6n de la eliminaci6n bacteriana del pulmén a los 7 dfas y en
menor grado a los 3 y 15 dfas respectivamente después de la in-
fecci6n viral, También se encontrd que lalretencidn bacteriana
al 7o0. dia posinfeccifn viral, fué significativamente mayor en
los 16bulos apicales que en los 16bulos cardiacos y diafragméi-
ticos entre los cuales no hubo diferencias, En el experimento
de la remocién pulmonar de la bacteria no se observaron lesio-
nes anatomopatolfgicas en pulmén, Sin embargo, en el segundo -
experimento se observaron lesiones macrosc6picas leves que con
sistieron en congestién y consolidacidn en los 16bulos apica -
ies y cardiacos, principalmente el 30, y 70. dias posinfecci6n
virica., Microsc6picamente la lesi6n mis sobresaliente fué una
bronconeumonia exudativa con predominio de leucocitos. Por otro

lado, estos animales presentaron signos respiratorios leves de
corta duracién y una rvespuesta de anticuerpos virus-neutralizan
tes moderada. )
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IT. REVISION DE LA LITERATURA
ETIOLOGIA DE LA NEUMONIA DEL CERDO

1. Consideraciones Econfmicas:

Unas de las causas m4s importantes de morbilidad y -
mertalidad en las explotaciones porcinas de diversas par-
tes del mundo es atribuida a la alta incidencia y preva--
lencia de infecciones respiratorias (Jericho, 1968). Este
problema se ha visto agravado a partir del establecimien-
to de sistemas de produccién intensivos, los cuales se --
han caracterizado por un control riguroso de la alimenta-
ci6n, manejo y de la calidad genética de estos animales -
(Necoecheca, 1982; Thomas, 1984).

Dentro de las afecciones respiratorias del cerdo de-
en gorda, la neumonia es considerada como una de las cau-
sas mis importantes de baja productividad (Straw y Cols.,
1983). Se considera que el costo de esta enfermedad para
las empresas porcinas es elevado, debido a 1a forma crénj
ca que usualmente presenta, lo que ocasiona pérdidas eco-
némicas importantes debidas a deficiente sanancia de neso,
retraso en el crecimiento, alto consumo de medicamentos,-
de vacunas y excesiva permanencia de los cerdos en los --
corrales de finalizacién(Pijoan 1985).

En estudios enfocados a determinar el efecto de la -
neumonia sobre la productividad porcina, han demostrado -
que el cerdo sufre retraso medido por su ganancia diaria-
de peso de orden del 5%, cuando este presenta un 10% de -
tejido pulmonar afectado (Straw 1982). Para otros auto--
res la prevalencia de esta afeccién cn los sistemas de --

produccién porcino ocasiona una reduccién del 5.19 al - -



7.4% en la conversién alimenticia v una merma del 1.7 al -
5.2% en la medida de ganancia diaria de peso (Goodwin, --
1971).

Desde el punto de vista econémico, la patologia indi-
vidual dentro de las explotacidncs porcinas extensivas ca-
rece de importancia; sin embargo adquiere relevancia cuan-
do se presenta en forma colectiva. Es por esto que las --
ncumonias que interesan en esta especie animal son las de-
tipo infeccioso y e¢specialmente las de alta morbilidad.

En diversas partes del mundo los estudios orientados-

a determinar la incidencia de neumonfas en el cerdo de en-
gorda a nivel de rastro, han mostrado indices variables; -
sin embargo a groso modo este problema se presenta en for-
ma elevada. En los Estados productores de cerdos en Méxi-
co se ha encontrado un 50% de pulmones neuménicos (Maqueda,
1977). En los Estados Unidos de América se ha reportado -
que entre 30-60% de los cerdos de abasto presentan alguna-
lesibn neuménica (Straw y Cols., 1983). En Brasil se ha -
observado un 17% de pulmones necuménicos en el rastros del-
Estado de Minas Gerais (Nogueira y Cols., 1982).

Todos los datos presentados aquf revelan la importan-
cia cconbmica que presenta la neumonfa para la industria -
porcina de los pafses productores de proteina animal para-
consumo humano.
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2. Clasificacién de las Neumonias (descripcién General):

La neumonia se define como el proceso inflamatorio --
del pulmén. Varios autores (Jubb y Kernedy, 1970); Runells
y Cols, 1968; Smith y Cols., 1972; King y Cols, 1976}, han
propuesto diferentes formas para clasificar los diversos -
tipos de neumonias y Estos se describirin someramente a --

continuacién:

a) Dependiendo de la vfa de entrada del agente al --
pulmén: Via aer6gena, via hemdtica, via linfiti--
ca, solucién de continuidad.

b) Por la extensibn morfolbgica de las lesiones cau-
sadas: Focal o Multifocal (originadas por émbolos
bacterianos, abcesos); difusa (reacciones de ana-
filaxia); localmente extensiva (Infecciones'por -
Mycoplasma y Pasteurella).

c) De acuerdo a la fase del proceso neuménico: Con--
gestibn Inicial (se presenta edema inflamatorio,-
capilares distendidos); consolidacifn roja (hepa-
tizacién); consolidacifén gris (hepatizacién que -
ha perdido la coloracién rojiza); resolucidén de -
la lesién.

d) De acuerdo al tipo de exudado; Exudativas, se ob-
servan cxudados purulentos (producide por bacte--
rias piogénicas), serosos (Infecciones virales),-
mucoso (Infecciones virales y parasitarias), fi--
brinoso (Infecciones por Haemophilus), granuloma-
toso (Infecciones por hongos y micebacterias), -
hemorrigicas (producidas por Mycoplasmas vy agen-
tes tOxicos); proliferativas (linfocitarias, epi-



e)

f)

g)

telializantes), mixtas (ocurre cuando han infec--
ciones combinadas, como en el caso de la neumonia
enzobtica, donde puede haber infecciones por - -
Mycoplasma y Pasteurella multocida provecando le-
siones proliferativas y exudativas,

De origen Mecinico: Por aspiraciones (cuande lle
ga al pulmén un cuerpo extrafio por inhalacién); -
emb6lica (formaciones de acumulos de diferente --
origen que obstruyen el pulmén); hipostdtica - -
(cuando el animal se encuentra en declibito duran-
te periodos prolongados).

Con base al agente infeccioso que la produce: - -
Bacterianas (bacterias, Mycoplasmas y Clamidias);
Mic6ticas (hongos miceliados y levaduras); Vira--
les; Parasitarias (fases larvarias o adultos).

Por el curso de la Neumonfia: Hiperaguda (se pre-
senta dentro de las 24 horas); Aguda (se presenta
entre 24 y 72 horas}; Subaguda (3 a 8 dias); Cré-
nica (Mis de 8 dfas).
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3. Agentes Etiolégicos de las Neumonias Porcinas,

Varios agentes microbianos, entre los cuales se inclg'
yen virus, bacterias, Mycoplasma y las condiciones medio--
ambientales adversas, pueden ser factores importantes para
el establecimiento de 1a neumonia porcina (Jericho, 1963;-
Little, 1975; Necoechea, 1982; Thomas, 1984).

Han sido reconocidos como agentes patGgenos primarios
para el tracto respiratorio del cerdo los siguientes micro
organismo: Haemophylus pleuropneumoniae (Kasza y Cols., --
1969}, Virus de la Influenza Porcina (Easterday, 1975, Her
néndez, 1972), Virus del C6lera Porcino (Pijoan y Ochoa, -
1978}, Adenovirus (Kasza y Cols, 1969; Smith y Cols, 1973},
Virus de la Enfermedad de Aujeszky (Baskerville, 3971; - -
1972; Alva-Valdés, 1983).

Otros virus tales como los enterovirus, parvovirus, -
coronavirus, rotavirus, cytomegalovirus, etc., pueden estar
involucrados en las neumonias del cerdo, particularmente -
en el lechén, El efecto de estos agentes, sobre el pulméin
quizds se deba a una accifn secundaria en otros Grganos o-
probablemente estos agentes no sean causantes primarios de
neumonias, pero juegan un papel muy importantc como desen-
cadenantes de infecciones secundarias por bacterias (Her--
nfindez, 1978).

Pasteurella multocida es uno de los agentes bacteria-
nos que colonizan con mayor frecuencia el pulmén del cerdo,
cuando estos son sometidos a condiciones medio-ambientales
desfavorables o estén inmunosuprimidos por el efecto dc --
infecciones virales (Carter, 1975; Pijoan, 1978).

Adends de la Pasteurella multocida, otros agentes bac




terianos han sido involucrados ocasionalmente en las neumo
nfas porcinas, entre ¢llos se¢ han mencionado las siguien--
tes hacterias piogenas: Coryncbacterium pyogenes, diversos

Streptococcus, Cromobacterium violaceum, Pssudomona pseu--
domallei; Actinobacillus equelli, Staphylococcus sp. Estas

bacterias esporfidicamente se encuentran en pulmén que pre-
sentan abscesos diseminados o por lo contrario en pulmones
sin abscesos y sin exudado purulento en bronquios (Necoe--
chea y Cols., 1978); otras caracteristicas de estos agen--
tes es la baja proporcifn de aislamiertos en animales con-
lesiones neumdnicas (Pijoan y Cols., 1976).

Varios hongos, son capaces de causar necumonia cn los-
animales, sobre todo en aquellos que por diversas causas -
estén jinmunodeprimidos, entre ¢llos se han citado los si--
guientes: Coccidiodes immitis, Histoplasma capsulatum, - -

Blastomyces dermatitidis, Aspergillus sp., Rhinosporilium

sp. Sin embargo, ningln caso de neumonias por estos hon--
gos han sido descritos en México hasta este momento - --
(Necoechea y Cols, 1978; Clark, 1981),



4, Interaccién entre Virus y Bacterias
en el Tracto Respiratorio

A pesar de la gran cantidad de literatura que existe-
sobre 1a neumonia del cerdo, afin este aspecto de la enfer-
medad no estd aclarado totalmente. El problema quizds ha-
radicado en la dificultad de reproducir experimentalmente-
la erfermedad y en la identificacién exacta de los agentes
ctiolfgicus involucrados directa o indirectamente en esta-
afeccién, asi como la falta de comprensibn de los mecanis-
mos de inmuno-supresién de cada agente que conducen a la -
inflamacién pulmonar,

Tradicionalmente, se habia aceptado que un s6lo fac--
tor como ya scan virus o bacterias eran responsables de la
mayoria de los cuadros ncumbnicos del cerdo (Jericho, - -
1968}, S§in cmbargo actualmente se acepta que en la mayo--
ria de los casos las causas de la neumonia se debe a una -
gran variedad de agentes que interactuan entre si y que --
provocan cuadro clinicos y lesiones de mayor severidad, -
donde la colonizacidn del pulmén es eminente por bacterias
que forman parte de la cavidad nasal, (Little, 1975),

El tracto respiratorio de la mayoria de las especies-
de animales, tiene la capacidad de controlar las bacterias
inhaladas, gracias a una amplia variedad de mecanismos de-
resistencia e inmunidad que pueden actuar independiente o-
interactuar cntre si (Green y Cols, 1977; Newhouse y Cols.
1976). [Lntre los mecanismos de defensa que intervienen en
la eliminaci6én ¢ inactivaci6n de particulas inhaladas se -
han mencionado los sipuientes: La barrera anatfmica, bio-
quimica, sistcmas de células fagocitarias, la inmunidad --
humoral y celular {Cohen y Geld, 1975; Green 1973; Dunnil,
1979).



lia eficacia del tracto respiratorio para climinar --
agentes particulados ha quedado demostrado por la inocula-
cién de una amplia variedad de bacterias suspendidas en --
aerosoles, cn distintas especies animales (Lillie y Thom--
son, 1972; Thomson y Gilka, 1974; Jackson y Cols, 1967). -

Existen varios trabajos que apoyan la gran capacidad-
del sistema respiratorio para remover bacterias utilizando
para eilo cl modelo de remocifn y retencién. La inocula--
cidn por aerosol de Escherichia Coli no enteropatfgena en-
cerdos de 1, 6, 18 y 26 dfas de edad, demostr6 que a las -
3 horas después de inoculada la bacteria, los lechones de-
1 dia climinaron este agente en un 50%, los de 6 dias en -
82% y los de 18 y 26 dfas en un 95% Curtis y Cols, 1976).-
En otro trabajo similar en el cual se utilizaron cerdos de
engorda, Saunder y Cols.,(1983) encontraron que la remo---
cién pulmonar para Bacillus subtilis fue del orden del 54%
en dos horas, 77% a las 8 horas y 88% a las 12 horas, des-

pués de la inoculacién de la bacteria por aerosol.

En becerros en condiciones normales de salud e inocu-
lados con acrosol de Pasteurclla haemolvtica v Staphulco--
ccus aureus, se encontré indices de remocién pulmonar para
P. haemolytica del orden del 75%, 90%, 92% y para S. Aureus
de' 70%, 90% y 95%, a las 2, 4 y 8 horas respectivamente --
después de la aerolizacién de ambas bacterias (Lillie y ~--
Themson, 1972Z). En otros trabajos en esta misma catemoria
animal se demostr6 que los patrones de eliminaci6n para --
Serratia marccscens fueron del orden’ del 97.3 y 99.9% res
pectivamente a las 4, 24 y 48 horas después de la exposi--

ci6n de los becerros al aerosol bacteriano (Veit v Cols, -
1978).

La remocién pulmonar de bacterias a diferentes tiem--
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pos despubs de la inoculaci8n por aerosol, ha sido estudia
da por varios autores en ratén, Se ha encontrado que la -
Pasteurclla neumotrépica se elimina en un 64% vy 99% a las-

4 y 24 horas (Goldstein y Green, 1967); Staphylococcus - -
aureus se remueve con fndices de 68%, 82 y 95%, a las 2,3
y 6 horas (Thomson y Gilka, 1974},

La amplia informacién existente sobre la eliminacién-
pulmonar de bacterias inoculadas en diferentes especies -~
animales bajo condiciones normales de salud, demuestran 1la
gran capacidad del tracto respiratorio para inactivar o --
eliminar agentes bacterianos de manera ripida y predeci---
ble; sin embargo se puede deducir que cada género bacteria
no puede ser removido con patrones y velocidades distintas
{Martinez, 1984},

Los estudios citados antes y los cuales estdn orienta
dos a determinar a la remoci6n bacteriana bajo condiciones
normales de salud, sirven de base para establecer que con-
diciones ex6genas o endGgenas pueden influir adversamente-
en la eliminacién del agente bacteriano y de esta manera -
permitir la multiplicacién del microorganismo, con el posi
ble desarrollo del proceso neumbnico (Lillie y Thomson, --
1972)

Sc han descrito mfiltiples factores que alteran los me
canismos de defensa pulmonar encargados de la inactivacién
o de la eliminacifn de bacterias, y en consecuencia crean-
un desbalance en el sistema a favor de la infecci6n respi-
ratoria por agentes bacterianos que forman parte de la flo
ra ‘normal de la cavidad nasal. Entre estos factores se ci’
tan los siguientes: Frio, hipoxia, desnutricién, amonfaco,
corticoides, endotoxinas (Green 1970; Thomson y Gilka, --
1974; Green, 1970) y las primoinfecciones virales (Jakab -
1981 a; Yates, 1982 a). '
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= Interaccién entre virus y bacterias en el tracto -
respiratorio es un fenémeno ampliamente reconocido como --
factor desencadenante de neumonia, tanto en el hombre como
en dismintas especies animales (Degree, 1971; Yates 1982 a).
A part3r de las observaciones hechas durante las pandemias
de InfHuenza humana ocurrida en el siglo pasado y durante-
cl presente, se originaron las teorfas del sinergismo en--
tre lass Infecciones virales y bacterianas en la produccibn
de narmmanfa  (Jakab, 1981 a),

le=side entonces sc¢ ha aceptado que la enumonia por gér
menes ssewndarios tales como! Staphylocoecus aureus, - --
Streptococcus pneunoniae, Klebsiella pneumoniae,Haemophilus
influernzae, Neisseria meningitidis etc., son las bacterias
mas frecuwntemente involucradas en la neumonia posinfluen-
zal (legree, 1971},

l=a inoculacién de virus y bacterias en el ratén, ha -
sidouro de los modelos mds frecuentemente utilizado para-
demost—ar la interaccién de infecciones combinadas de am--
bos age=ntes microbiolégicos en la produccién de afecciones
respirmtorias, Es por esto que la mayor parte de la infor
macién bibliogrifica pertinente a este tema se deriva de -
estulios realizados en esta especie animal. Sin embargo -
existe1 algunas evidencias concretas que este fenbmeno su-
cede e los animales domésticos. A continuacifn se descri
ben algunas de las observaciones que demuestran el sinergis
mo entre virus y bacterias en los procesos neumdnicos en -
el ratSn, vacuno y en el cerdo,

t estudios realizados en ratones desafiades con - -
Haemopiniilus influenzae distintos tiempos, después de la --

inoculmcién del virus de la Parainfluenza - 1, se observd-
un cfecto sinbrgico entre ambos agentes a los 4 dfas de la
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infecci6n virica. Este efecto fue medido con base a una -
reduccién de la eliminacién bacteriana, y un incremento en
la mortalidad, asi como en la incidencia y5grado Jde nocumo-
niaz. Se concluyé que la sobrevivencia y multiplicacifn de
la bacteria en el pulmén se¢ debid al cdema inflamatorio y-
una reduccifn de la capacidad fagocitaria a nivel pulmonar
“(Degree y Glasgow, 1968).

Se ha demostrado que en ratones infectados con el vi-
rus de la Influenza, presentan una alteracibn de la remo--
cifn pulmonar de Staphylococcus aureus una semana desnués-
de 1a infeccién viral (Seller y Cols., 1961, citado por --
Kass y Cols, 1966). Este mismo fendmeno también ha sido -
observado en esta misma especie animal infectados en el --

virus Sendai y desafiados con Stapylococcus aurcus(Jakab -
y Green, 1972); con virus Sendai y Pasteurella pneumotro--
pica (Jakab, 1974). Los cambios patolégicos encontrados -
en estos estudios fueron similares y consistieron de modo-
general en bronquitis con descamacién y degeneracién del -
epitelio ciliar, hiperemia, cdema, fireas de consolidacifn;
exudado leucocitario en bronquios y alveolos.

También se ha comprobado utilizando los mismos mode--
los experimentales citados antes, que el momento de mfixima
supresifn de los mecanismos bactericidas del pulmén (una -
semana después de la infeccifn viral) se correlaciona con-
la multiplicacibn bacteriana, el desarrollo de cambios ana
tomopatolfgicos, mixima respuesta inmune local, v la reduc
ci6n del tfitulo viral en el pulmbn (Jakab, 1981b, Warr y -
Jakab, 1983), ademis se ha encontrado que tales mecanismos
de eliminacibn bacteriana se logran restablecer hasta las-
dos scmanas despu&s de 1la infeccidn viral (Jakab v Dick, -
1974).
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Se han propuesto varios mecanismos para explicar 1z
susceptibilidad del pulmén a la multiplicacibn bacteriana,
durante las infecciones virales. Entre e¢stos se han cita-
do los siguientes: Que la descamacidn masiva del epitelio
traqucobronquial altera la eliminacién fisica de gérmenes-
por el sistema mucociliar, que el edema inflamatorio a ni-
vel alveolar o en las vias respiratorias provee un medio -
nutritivo para la multiplicacién bacteriana y que las fun-
ciones del macrdfago alveolar y de otras células fagocita-
rias son afectados por la infeccifn viral (Yates, 1982 a;-
Thomson y Gilka, 1974). Por otro lado estudios sistemiti-
cos de los procesos de la fagocitosis del macréfago alveo-
lar obtenido en el momento de la méxima supresidn bacteri-
cida del pulmfn inducida por la infeccibn viral, han mos--
trado una_alteracibén de la fagocitosis en el proceso de la
ingestidén e inactivacibén intracelular de la bacteria - --
(Jakab y Green, 1976), asi como también se ha observado --
supresibn inmunolbgica de la fagocitosis mediada por recep
tores FC, supresidn no especifica de los receptores de - -
membrana utilizados para la adherencia a la bacteria, alte
raciones en la funcifn del fagolisosoma y bajos niveles de
enzimas lisosomales (Yates, 1982a, Jakab, 1981a}.

En vacunos, varios virus han sido involucrados como -
patégenos primarios que facilitan la produccién de neumo--
nia por bacterias que forman parte de la flora normal del-
tracto respiratorio superior. Entre estos agentes virales
se han mencionado los siguientes: El virus de la Diarrea-
viral bovina, virus de la Estomatitis papular bovina, el -
virus de la Rinotraqueitis infecciosa bovina, el virus de-
la Para-influenza-3, adenovirus, reevirus, virus respirato
rio sincitial (Smith y Cols. 1977). A pesar de la gron --
cantidad de investigacién efectuada, wmuy pocos autores han



podido reproducir experimentalmente 1a enfermedad respira-
toria en bovinos,

Sin embargo algunos estudios han aportado evidencia -
de la participacién de ciertos virus como patégenos prima-
rios que cooperan con ' pasteurella haemolytica en 1la nro
duccién del proceso neumfnico en los bovinos. Asi se ha -
demostrado que en becerros de 6 a 8 semanas de edad al in-
fectarlos con virus de Parainfiuenza-3 en forma de - -

aerosol y después a diferentes tiempos con Pasteurella he--
molytica, dicho virus interfiri6 marcadamente con la remo-
cién pulmonar de la bacteria a los dfas 7 y 11; no encon--
trindose una correlacifn entre la retencién bacteriana y -
el desarrollo de cambios patolégices, los cuales consistie
ron principalmente en edema y atelectasia, asociados a un-
aumento de neutrofilos y macr6fago en bronquios, bronquia-
les y alveolos (L6pez 'y Cols., 1976),

En otro estudio en el cual se utilizaron terneros de-
2 a 5 meses de edad, a los cuales previamente se infecta--
ron con aerosoles del virus de la Rinotraqueitis infeccio-
sa bovina y posteriormente con Pasteurella haemolytica, se
observd que al 4o. dia despuls de la infeccifn virica se -

desarrollaron lesiones macroscbépicas severas, las cuales -
consistieron en una ncumonia lobular con adherencia pleu--
ral acompafiados de un exudado tordxico de color amarillo -
(Jericho v Langford, 1978). En otro estudio en el cual se
utilizd ¢l mismo modelo experimental, pero con animales de
mayor edad (6 a 8 meses) y se obtuvieron resultados simila
res cn cuanto al momento de la interferencia con la elimi-
nacién de la bacteria y el tipo de lesiones neumbnicas - -
(Yates y Cols, 1982b).
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Por otro lade en un estudio en que se utilizaron bovi
nos de 6 meses de edad, inoculados por via intra-traqueal-
con el virus de la Diarrea viral bovina y 5§ dfas despufs -
desafiaron por la misma via con Pasteurella haemolvtica, -
se observé una bronconcumonia fibrinspurulenta, severa que
afect6 entre el 40 y 75% del volGmen pulmonar, En contras
te el grupo de animales infectados sSlo con el virus se --
afectd del 2 al 7% del frea pulmonar y s6lo un 15% cuando-
se inoculé Gnicamente la bacteria, (Potgieter y Cols, - -
1984),

A pesar de que se han demostrado tales interacciones-
entre virus y bacteria en la produccisn de la neumonfa bo-
vina; poco se sabe do los mecanismos de defensa del tractc
respiratorio que son mis alterados por la infeccidn viral-
y que permiten la colonizacdién posterior del pulméan por --
bacterias.

En cerdos convencionales se han descrito dos eviden--
cias concretas que han demostrado la intcraccién entre vi-
rus y bacterias en el establecimiento del proceso neuméni-
co. Shope en 1931,demostré una interaccién entre el virus
de la Influenza porcina y Haemophylus influenzae suis, en-
la cual se observé que la infeccién viral se agravaba con-
siderablemente con la secuela bacteriana,

En otros estudios, Pijoan y Ochoa (1978) observaron -
en cerdos de éngorda un marcado sinergismo entre el virnus-
vacunal del C6lera porcino inoculade por via intramuscular
y.Pasteurella multocida administrada por la via intratra--
queal. Los resultados obtenidos en esta investigacifn de-
mostraron que hubo un aumento en el grado de lesi6én neumf-

nica (entre los 3 y 5 dfas) en los animales expuesto a* --
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ambos agentes, Estas lesiones consistieron en congestidn,
hemorragia, con infiltracifn de polimorfonucleares. Poste
riormente Pijoan y Cols., (1980) encontraron que el efecto-
sinérgico entre el virus y la bacteria en el pulmtin se de-
bia a la replicacibn del virus en el macréfago alveolar, -
1o cual conducia a una reduccifn de la actividad fagocita-
ria de tales células,

La intervenci6n del virus de la enfermedad de Aujeszky
( VEA ) como agente primario en ¢l desencadenamiento de la
neumenia porcina ha sido poco estudiada., Sin embargo exis
ten observaciones a nivel de campo y experimental de la --
asociacifn de este virus con agentes bacteriamos en el es-
tablecimiento del proceso necumbnico (Vanier, 1982; Lai y -
Cols, 1984; Badiola y Cols, 1984) asi como de su patogeni-
cidad para el pulmén (Baskerville, 1972) y de que algunos-
brotes de la enfermedad en el cerdo de engordd se han ca--
racterizado por problemas respiratorios asociados a signos
nerviosos discretos (Pensaert y Cols., 1982; Barrafibn y --
Velasco, 1984).

La importancia de la enfermedad de Aujeszky para la -
porcicultura nacional se ha puesto de manifiesto por su --
alta incidencia y difusibn en los estados de mayor concen-
tracibn porcicola, asi como también su dificultad para - -
erradicarla dada la capacidad del virus infectar de forma-
latente al cerdo y ser reactivado bajo distintas situacio-
nes (Mercado y Cols, 1982; Solorzano y Mercado, 1934)}. - -
Por otro lado, se ha sugerido que la alta difusifn del --
VEA en las freas de mayor concentracifn porcicola, se debe
a los tipos de sistemas de produccibn porcina y a la comexr
cializacibn de &stos animales, ademfis a las limitaciones--
en el diagn6stico y a 1la falta de notificaciones de los --
casos ocurridos (Rosales, 1984}, RN -



En una cncuesta serol6gica preliminar realizada en -
diferentes Estados del pafs a partir de animales de engor-
da, asi como de cerdos reproductores de granjas con y sin-
historia clinica de la cnfermedad, han mostrado: un 20% de
sueros positivos a VEA (579 de 2893), un 30% de granjas --
afectadas (122 a 344) ademfis se cncontr6é que la regifn mis
afectada fué la parte central de la Repliblica Mexicana don
de se localiza la mayor poblacién de cerdos (Selorzano y -
Mercado, 1984). La incidencia de la enfermedad en cerdos-
adultos es relativamente alta si se compara con resultados
publicados en otros paises. En efecto, en Estados Unidos-
de América en cstudios similares se encontr6 3.73% en 1978
vy 8,37% de sucros positives (Schnunenbuyer, 1978, 1981}, -
En Francia la cnfermedad sc present6é con 234 casos en 1977
y 95 en 1979 ( Toma 1980}, En Inglaterra se registraron -
Ginicamente 7 granjas positivas entre 1979 y 1980 (Cartw---
right, 1982), Sin embargo las altas cifras de animales --

'y de granjas positivas al VEA en México, quizds se deban -

al bajo nfimero de animales muestreados y por otro lado a -
la falta de programas de erradicacién de la enfermedad.

También se ha observado que en el cerdo de engorda la
enfermedad de Aujeszky puede presentarse con un curso be--
nigno con o sin manifestaciones clinicas (Thawley y Cols,-
1980). Otros investigadores han indicado que en casos de-
campo el transtorno respiratorio puede ser el aspecto més-
importante de la enfermedad en esta categoria animal - --
(Toma, 1980; Pensaert y Cols, 1982). Por otro lado tam---
bién se ha demostrado que en cerdos vacunados, asf como en
los animales susceptibles desafiados con el VEA por via --
intranasal, se observan problemas respiratorios acompafia--
dos ocasionalmente de signos nerviosos discretos (Sutekunst
y Pirtle, 1?79; Vanier, 1982; Bran y Cols, 1968).



En Europa se¢ han aislado cepas del virus de la enfer-
medad de Aujeszky, a partir del cerdo con signos respirato
rios y experimentalmente se les han comprobade su tropismo
por el pulmén, asi como también se han caracterizade a ni-
vel experimental por producir cuadros respiratorios con --
lesiones pulmonares moderadas (Baskerville, 1971 ,Baskervi-
lle, 1973b). Los cambios patolfgicos a nivel pulmonar han
consistido en dreas de consolidacién rojo-oscuro principal
mente en los l6bulos apicales y cardiacos, edema bronqui--
tis, bronquiolitis y alveolitis (Baskerville, 1972; Basker
ville 1973a; Baskerville 1973b).

Se cree que la infeccifn pulmonar en el .cerdo ccurre-
por el arrastre del virus de la region nasofaringea, a tra
vés de 1a accifn del aire inspirado y posteriormente llega
a los alveolos donde inicia la replicaci6n (Baskerville, -

'1972). En efecto el virus se ha aislado de la mucosa tra-
queal y del pulmbn, después de la primera semana de la ing
culaci6n experimental en ¢l cerdo vacunado (Wittmany - «
Cols, 1980), También en la inoculacifn experimental se ha
observado que las cepas del VEA que tienen afinidad por el
pulmén, se multiplican en las células del septo alveolar -
y en los neumocitos tipo I y II (Baskerville, 1973b). - -
Histopatol6gicamente la secuencia del cambio en el pulmdn-
de los animales infectados por el virus se han dividido en
estado agudo (entre 3 y 6 dfas)y de reparaci6n (entre 5 -
y 10 dfas). En ambas fases las lesiones observadas fueron
bronqueolitis y alveolitis, ademdis se encontrd un exudado-
inflamatorio de células mononucleares en el proceso agudo-
y despu@s del 50. dfa hubo una infiltracifn linfocitaria -
en la periferia de las lesiones (Baskerville, 1971),

Una de las caracterfsticas importantes desde el punto



de vista epizootiolfgico del virus de la enfermedad de - -
Aujeszky, es 1a capacidad de infectar de forma latente al-
cerdo vacunado, asf como al cerdo susceptible (Gutekunst -
y Cols, 1980, Thawle? y Cols, 1980), En cste estado de la
infeccibn el virus puede ser reactivado por una inmunosu--
presion fisioldgica (Kojnock, 1965) o medioambiental (Lai-
y Cols, 1982). La exacerbacién del virus puede conducir -
a la recurrencia de la enfermedad en ¢l animal portador --
o a la difusién de csta afecci6n entre animales suscepti--
bles (Rousc y Babiu. 1978; Wittman y Cols, 1982). También
se ha observado que la reactivacién conduce a la excrecifn
del virus a través de exudados nasales hasta por dos sema-
nas y a un cuadro respiratorio acompafiado por anorexia, --
estornudo, salivacifn y ncumonia (Wittman y Cols, 1982), -
Por otro lado ¢n cerdos previamente infectados y recupera-
dos clfnicamente de la cnfermedad y tratados posteriormen-
te con corticoides, el virus ha sido detectado en tonsila,
ganglio trigemino y del pulmdn hasta 8 meses después de la
infeccidén virica (Rziha y Cols, 1982), Estas (iltimas ob--
servaciones podrian también apoyar 1la hip6tesis de la par-
ticipacidn del VEA en el problema respiratorio del cerdo -
de engorda o explicar la forma enzobtica de la enfermedad-
con ciclos de reeinfecciones que se manifiestan con carac-
teristicas subclinicas o asociadas cen problemas respira--
torios,

Algunos investigadores han demostrado que en el cerdec
de engorda inmunizado con vacunas vivas atcnuadas o inacti
vadas, ¢l virus de desafio tiemc la capacidad de multipli-
carse en la cavidad nasal, faringea, traquea y pulmén - -
(Wittman y Cols, 1980). Ademis que la vacunacifén no pro--
vicne el establecimiento de infecciones latentes (Crandell
y Cols, 1980) asi como tampoco previene el desarrollo de -
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lesiones neumfnicas (Alva-Valdés y Cols, 1983) aunque si -
se reduce notablemente la excrecidn y liberacibn del virus
(De Leew y Cols, 31982; McFerran y Cols, 1982) v evita la -
enfermedad clinica, produciendo formas discretas de tipo -
respiratorio (Alva-Valdés y Cols, 1983; Vanier, 1982},

Por otro lado en Francia y en B&élpica el control de -
la enfermedad a nivel de campo, a través del uso de la va-
cunacidn con vacunas inactivadas, ha mostrado una reduc---

‘ci6n notable en el nfimero de casos anuales; sin embargo se
ha observado que cl nfinero de Estados afectados ha ido - ~
paulatinamente en aumento y favorece la presentacifn de ca
sos con signos discretos, principalmente de tipo respirato
rio (Toma, 1980; Pensaert y Cols, 1982).

Las observaciones citadas anteriormente sugieren que-
el virus de la enfermedad de Aujeszky puede tener importan
cia como pat6geno primaric en el establecimiento del proceso-
neumbnico en el cerdo de engorda, aunque esta no sea la --
forma alarmante de la cnfermedad. La existencia de cepas-
con tropismo pulmonar, la latencia del virus, la forma - -
enzoStica de la enfermedad con manifestaciones discretas -
en 1a fase del engorde, y que la vacunacién con vacunas -
inactivadas © atenuadas no reducen significativamente las -
lesiones pulmonares y si en el resto de los drganos, son -
las evidencias que llevan a plantear la hipStesis de que -
este virus (VEA) puede ser un agente primario o descncade-
nante de la neumonia porcina, afin en los animales vacuna--
dos y por lo tanto que pudiera facilitar la colonizagidn -
pulmonar de un agente bacteriano secundario u oportunjsta.



S, Pasteurella multocida como patfgeno oportunista en los
procesos neumbnices del cerdo de engorda.

Ln la Repdblica Mexicana, la Pasteurellosis pulmonar
parece ser una de las afecciones respiratorias mis frecuen
tes en ¢l cerdo de engorda. En efecto varios investigado-
res- han mostrado en estudios realizados a nivel de rastro
que la bacteria més comunmente relacionada con el pulmén -
neuménico es 1a Pasteurella multocida (Pijoan y cols. - -
19763 Ochou, 1978; Badiola y cols, 19847,

Se han reconocido 4 scrotipos de Pasteurella multocida,
denominados A, B, D y E, esta clasificacién estd basada en
“los antigenos capsulares, que pueden ser detectados por 1la
técnica de hemoaglutinaci6n indirecta utilizando polisaci-
ridos capsulares adsorbidos a gl6bulos rojos (Carter, 1975).
Ademds los antigenos somiticos termoestables (a 100° C/60 mi
nutos) presentes en el lipolisacirido, los cuales fueron de-
terminados por precipitacidn en gel y bajo este sistema se
reconocieron 16 antfgenos diferentes sin considerar el tipo
capsular al gue pertenecen (Heddleston y cols, 1972),

Algunos resultados de estudios realizados en México, -
particularmente a partir de pulmones neumdnicos de cerdos
de engorda, han mostrado que la mayorfa de las cepas de -
Pasteurella multocida pertenecen a los serotipes Ay D -
(Pijoan y Trigo, 1982)., Aunque mis recientemente otros
investigadores en estudios similares han encontrado una
alta predominancia de cepas tipo D sobre las A (Pujols y
Cols, 1984). Sin cmbargo, se carece de informaci6n acerca
de los serotipos somdticos mds comunes que son importantes
para fines epidemiolGgicos y control de la enfermedad.
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En Estados Unidos de América se ha indicado que los -
tipos capsulares en combinacién con los somdticos mis comu
nes en el cerdo son; A:3(6); A:3(5); A:3(4,5,12)y A:3(4,5);
A:3(5,12); A:5(6); D:5 y D:3 (Pijoan y Cols, 1983},

Con base a 1o anterior se puede deducir que la alta -
prevalencia del serotipe D en México, no concuerda con la-
distribucif6n de serotipos aislados a partir de pulmones --
neumdnicos de cerdos de Estados Unidos dc América, donde -
han encontrado mayor frecuencia de Pasteurella multocida -
Tipo A ain cuando se utilizan técnicas de cultivos usando-
la inoculacién intraperitoneal en ratén como parte del pri
moaislamiento de la bacteria, lo que favorece el aislamien
to del serotipo D (Pijoan y Cals, 1984); Pijoan y Cols, --
1983; Cowart y Backstrom, 1984; Pijoan 1985).

Se ha demostrado que Pasteurella multocida no cuenta-
con la caracteristica de citoadherencia el cual es uno de-
los mecanismos de patogenicidad importante para producir -
la infeccifn respirétoria cuando inoculada por si sola - -
(Pijoan, 1978), Sin embargo, se considera un comensal fre .
cuente del tracto respiratorio superior (Carter, 1975) v -

un patégeno oportunista en los procesos ncumfnicos del cer
do (Pijoan y Ochoa, 1978; Gois y Cols. 1980; Morrison y --
Cols, 1984),

Por otro lado se ha demostrado en el cerdo que la - -
Pasteurella multocida, cuando inoculada por via intranacal,

no produce signos respiratorios, ni lesiones neumbnicas --
(Carter, 1975; Gois y Cols, 1983},

Sin embarge, se ha cemprohado que esta bacteria sb6lo-
puede producir cuadros patnligicos, cuande el tracto respi

ratorio (de medo general) es iumunosuprimido por primoin--



fecciones con agentes virales (Carter, 1973) micoplasmas--
(Pijoan 1982a) o por factores medioambicntales adversos -~
(Carter, 1975; Pijoan y Trigo, 1982),

Diversas tcorias sec han propuesto para ‘explicar los -
mecanismos de patogenicidad en los casos de invasién pulmo
nar por Pasteurellas,sin embarpo, hasta 1a fecha este pro--
blema no ha sido bien aclarado. Entre las teorfas que se-
han mencionado se encuentran las siguientes: Que las ce--
pas capsuladas son mids patogénicas y resistentes a la fago
citosis en comparacifn con las cepas no capsuladas (Carter,
1967) .

Que la cfipsula protege .a la bacteria de la actividad-
bacteriolitica del complemento y de la opsonizaci6én - - -
(Maheswaran y Thies, 1979), ademis que algunas cepas bacte
rianas producirian sustancias t6xicas que alteran la acti-
vidad de las c&lulas fagocitarias del tracto respiratorio-
(Walker y Cols. 1980; Benson y Cols. 1978; Baluyut y Cols.
1981).

Por otro lado, se ha demostrado que la Pasteurella --
nultocida tipo D, produce una dermonecrotoxina cuya produc
ti6én estd asociada a la presencia de un plésmido (Mendoza,
1985). Esta bacteria junto con Bordetella bronchisentica-
o la inoculacifn solo de la toxina, producen en cerdos - -
Rinitis Atréfica (Pedersen y Barford, 1981; Rutter, 1983 y
1984, Sin embarpgo, el efecto de esta toxina sobre los me-
canismos de defensa del pulmbén no han sido aclarados.

I'n la pasteurelosis pulmonar, las lesiones varfan de-
acuerdo a la severidad de la infeccién. En casos ligeros,
se observa afectacifn de los 16bulos anteriores; mientras-
quc en casos severos tantos los 18bulos anteriores como --



los diafragmiticos estén
se observa consolidacién
sos crénicos y rojiza en
puede notar en la pleura

24 -

comprometidos. Macroscépicamente,
con una coloracién grisficea en ca
los casos recientes, Ademis s¢ -
una inflamaci6n serofibrinosa con

adherencias (Trigo y Pijoan, 1978).

Histopatolfgicamente se observa una bronconeumonia exu
dativa con distribucién lobular.

tes se puede apreciar una infiltracidn de linfocitos y de

macréfagos alrededor de bronquiolos y vasos sanguincos, inva

sidn de neutréfilos, linfocitos y macréfagos en los espa --

cios alveolares. En los

casos crfnicos se encuentra una --

bronconeumonfa severa y una hiperplasia linfoide peribron--
quiolar, abundanetes neutréfilos, cé&lulas mononucleares y

exudado mucopurulento en alveolos y broﬁquiolos (Pijoan y -

- Trigo, 1982},

Los datos citados sobre Pasteurella multocida permiten
sugerir que esta bacteria es la mds adecuada para plantear-
un estudio sobre la posible interacci6én con el virus de la
enfermedad de Aujeszky en el establecimiento de la neumonfa

del cerdo de engorda.

Estudios recientes en México han demostrado que la pre

sencia de lesiones neumfnicas se correlaciona con serologia

positiva al virus de la enfermedad de Aujeszky y con el ais

lamiento de Pasteurella multocida, ademis se observd rela -

ci6én significativa entre serologla positiva a este virus y
el aislamiento de Pasteurella spp. (Badiola y cols. 1984).

"Posteriormente en un modelo en el que se utilizaron ra-

tones, se demostr6é una interaccién entre el virus de Ja en-

farmedad de Aujeszky (VEA) y la P. multocida, en el d¢sarrg

110 de neumonfa, Este efecto fu# detectade por una altera-
cién de la remocifn pulmonar de la bacteria a les 11 y 13 -

En las infecciones recien
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dias después de la infeccibn viral y por un aumento en la-
mortalidad (a los 3, 7 y 11 dias) y desarrollo de lesiones
pulmonares (a los 3, 7 y 11 dfas} (Badiola y Pujols, 1984),

Por todo lo anteriormente mencionado, se puede dedu--
cir que el virus de la enfermedad de Aujeszky puede afec--
tar los mecanismos de defensa del tracto respiratorio,adn en
cerdos previamente vacunados y por lo tanto permitirta la-
colonizacién pulmonar por un agente secundario como - -
Pasteurella multocida la cual serfa responsable de las le-
siones neumbnicas. Con base a tal hip6tesis se plantea --
un experimento en cerdos de engorda inmunizados contra VEA
que permita esclarecer el aspecto de la colonizacifn pulmo
nar por P._multocida, como serfa determinar el patr6n de -
remocifn pulmonar de esta bacteria, para posteriormente --
realizar otro experimento con el fin de determinar el efec
te de virus sobre la eliminacifn pulmonar de dicha bacte--
ria, come modelo para demostrar la interaccién entre el --

virus de 12 Enfermedad de Aujeszky y Pasteurella multocida
" en el desarrollo de los procesos neumdnico del cerdo. Con
los resultados obtenidos en tal investigacién se espefa res
ponder en parte la interrogante, si este virus es un agen-
te etilégico primario en el establecimiento de la neumonia
bacteriana, para lo cual se plantearon los siguientes obje
tivos:

1, [Establecer el patr6n de remocifn pulmonar de - -~
Pasteurella multocida bajo condiciones normales -
de salud del cerdo de engorda,.

2.~ Evaluar la remocién pulmonar de Pasteurella multo-
cids ¢ distintos dias posinfecci6én del cerdo con-
el virus de la enfermedad de Aujeszky.




|
|
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IV. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Para cumplir con los objetivos propuestos en este --
trabajo de tesis, dos experimentos fueron conducidos por
separado, aunque los datos obtenidos de ambos estudios se
relacionaron. Los dos experimentos desarrollados fueron -
los siguientes: El estudio de la remocién pulmonar de ---
Pasteurella multocida y el efecto del virus de la enferme
dad Aujeszky sobre la remocifn pulmonar de Pasteurclla --
multocida, (ver Diagramas 4,5y 6).

1. Animales experimentales, En los dos experimentos,
se emplearon 18 cerdos machos (de 8 a 10 semanas de edad),
castrados, raza Yorkshire; adquiridos de la “'Granja Porci-
na San Diego De la Joya', ubicada en Yautepec, Mor, Méxi--
co, Estos animales son producidos especialmente para estu-
dios de investigacifn, siendo €stos susceptibles al virus
de la enfermedad Aujeszky, al virus del Célera porcino y -
libres de anticuerpos contra Pasteurella multocida.

Los animales, se alojaron en instalaciones bien venti
ladas, en la Unidad de Posgrado de 1la FES-Cuautitlidn-UNAM
y se les proporciond agua permancntemente, También se ali-
mentaron con 3 kgs, de alimento comercial para cerdos en -
crecimiento®, hasta la finalizaci6n de esta investigacién,
(18-20 semanas de edad), La limpieza consistif en recoger
las heces 2 veces diarias, lavar los pisos y paredes con -
agua a presién,

* Purina, S.A,, México, D.F.



Una semana después de la adaptacifén a las nuevas ---
instalaciones, estos animales fueron pesados e inmuniza--
dos contra el virus de la enfermedad de Aujeszky (VEA), -
con vacuna inactivada de uso comercial*, (cada animal re-
cib6 2 ml via intramuscular)., A las 4 semanas despuls de
la vacunacién el titulo de anticuerpos contra VEA fue de-
terminado por micro-suero neutralizacidn en cultivos celu
lares segdn la técnica sugerida por Hawkes (1979) y utili
zando sueros de referencia positivos y negativos donados
amablemente por cl Departamento de Epizootiologfa del ---
INIP, ’

2, Bacteria, En los dos estudios citados anterior--
mente, se utilizé la Pasteurella multocida VC-Cap, por --
ser el finico tipo D de referencia con la que cuenta el la
boratorio de Bacteriologia de la Unidad de Posgrado de la
FES-Cuautitldn-UNAN,

3. Virus. Los cerdos del estudio del efecto del VEA,
sobre la remocidn pulmonar de Pasteurella multocida, se «-
desafiaron con la cepa VAC-1** la cual se inocul6 por via
intranasal (1 ml con un titulo de 104 TCID 50/ml de PBS).
Esta cepa fue aislada de conejos inoculados con una mues--
tra procedente de un caso clinico de VEA en cerdo y pasada
7 veces por células PK-15 (Badiola y cols, 1984) y la cual
fuc elegida para este experimento, debido a que se ha de--
mostrado que afecta la remocifn pulmonar de la Pasteurella
multocida en ratén (Badiola y Pujols, 1984),

N

* Zooprofilax, S.A., México, D.F.
** Virus de Aujeszky Cuautitlén-1.
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4, Aerosolizador, El sistema de infeccifn por aero-
soles bacterianos, (ver Apéndice Djagrama 1, 2 y 3) cons-
truido y normalizado en F.E.S.-Cuautitldn-UNAM, estaba -
constitufdo por una céamara rectangular de madera (150 x -
120 x 100 cm), revestida de formaica y sellada con sili--
c6n en las uniones de la madera; 3 nubilizadores - ---
(Devilbiss Co, modelo 645, Somerset, P,A, U,5,A.) fueron
conectados respectivamente en 3 perforaciones circulares
en la parte izquierda de la cfimara, El1 flujo del aire pa-
ra la produccidn del aerosol fue generado por una compre-
sora (Bomba compresora, modelo B-131-C Industrias G, Mur-
gia, S.A., Méx,, D,F,) ajustada a 10 PSI, De la compreso-
ra salfa una manguera de 1 c¢m de didmetro, 1la cual se ---
unié a un tubo con 3 salidas, donde se conectaron 3 man--
gueras (0,5 cm de didmetro) y cada una de ‘ellas fueron --
acopladas a su respectivo nebulizador,

El paso del aire a travéds de los nebulizadores con -
la suspensidn bacteriana, permite la generacidn de aeroso
les con partfculas de 0,5 a 5 micras, segln indicaciones
de los fabricantes, Estas partfculas nebulizadoras fucron
extrafdas del interior del sistema con la ayuda de una --
bomba (Bomba productora de vacifo, modelo F.E,-1500 Indus-
trias F,B, S,A,, Zapopan, Jal., M&x,) de vacfo ajustada a
10 PSI, la cual fue acoplada en la parte derecha de la cd
mara, mediante mangueras (1,5 centimetro de difmetro) --
adaptada a 3 tubos de salida, Entre la bomba de vacfo y -
los tubos de salidas de la cdmara se colocé un matraz Ki-
tasato con Formaldehfdo al 10% como medida de seguridad,

Una compuerta ubicada en la parte frontal de la cima
ra servia para introducir y sacar los animales después de
la aerosolizacién respectiva,
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18 cerdos de 8 - 10 semanas de edad
(York - Shire)

J

Perfodo de adaptacion (1 semana)

! ,

Vacunacién Vs VBA (Vacuna inactivada comercial)

Determinacién de anticuerpos en suero

(4 semanas después de la vacunacién)

v l

Estudio de la remocién . Estudio de la interaccién
pulmonar de P. multocida entre VEA vy P. multocida

DIAGRAMA #4
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Interaccién cntre el virus de Aujeszky

y Pasteurella multocida

12 cerdos (16 - 18 %emanas de edad)
Desaffo via intranasal co? vac-1 (10*rCID so/m1)
a la 6 semanas posv;cunaci6n Vs VEA

3 grupos de 4 animales cada uno (aleatori)

Acrosolizacién con P, multocida (20 ml, 10 UFC/ml, 30 min)

3 DIP 7 DIP 15 DIP
2 0Oh 28h 2 0h 28h 20h 28h
$
Eutanasia: Shock eléctrico + Cﬂrtes de arterias branquiales
~

Sacar el paunte tordxico
Y
" Separar el pulmén del paquete torfxico

L .
Separar los lébulos del pulmén

v
Tomar una muestra de.Z gr de cada 16bulo

v
Homogenizar la muestra en PBS
|

W

Diluciones en Basello (hasta 10
v

Sembrar 3 gotas de‘ZO ml/dilucibén

.9)

v
24 horas de inoculacién

v
Recuento de la UFC - gota

' DTAGRAMA # 6
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Estudio de la remocién pulmonar

de Pasteurella multocida

Y

6 cerdos de 12 - 14 semanas (Aleatori)
v

Aerosolizacibn con P. multocida

M )]
(20/m1/30 mn: 1 x 10

UFC-ml )

3 grupos de 2 cerdos cada uno (Aleatori)

l

20h 28h 2 30h

BEutanasia: "shock" eléctrico + seccionamiento
de arterias branquiales
Sacar el paqgite tordxico
Separar_el pulm6n del paquete torfxico
Separar los l6bulos del pulmén
Tomar una muestra de 2 gr de cada 16bulo
Homogenizar la muestra en PBS
Diluciones en base 10 (hasta 10'9)
Sembrar 3 gotas de 20 ml/dilucién

24 horas de incubacién

Recuento de las UFC/gpta

DIAGRAMA #5
* minutos

1
|
|
1
i
]
i
)
t
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METODOS

1, Estudio de la Remoci6n pulmonar de Pastcurella ---
multocida.

La cepa de Pasteurella multocida, conservada a -70°C,
se descongeld e inmediatamente se sembrd en agar sangre --
(DIFCO, Michigan, U,S.A.), Posteriormente sc incubf duran-
te 24 horas a 37°C, De los crecimientos obtenidos se corrg
boraron las caracterfsticas bioquimicas y morfolfgicas de
la bacteria, segln las técnicas descritas por Cowan y Steel,
1974).

Preparacifn _del Indculo

Se tomaron 20 colonias de P. multocida, crecida en --
agar sangre, para inocular un matraz nefelométrico que con
tenfa ICC* (Infusifn Cerebro Corazén), mfs 5% de extracto
de levadura, El in6culo que contenia las 20 colonias de la
bacteria se cultiv6é en agitacién a 120 rpm (Junior Orbit -
Shaker, Lab, Line Instruments. Inc. Illinois, U,S.A.) has-
ta el inicio de la fase estacionaria de crecimiento bacte-
riano, esta se comprob6 por medicidn espectrofotométrica -
(Espectronic 88 de Baush § Lamb, U.S.A.), Alcanzada la fa-
se estacionaria, la suspensifn bacteriana contenida en ‘el
matraz, se centrifugf a 3500 g durante 45 minutos a 4°C, -
El sedimento bacteriano fue lavado dos veces con PBS (pH -
7.2) y resuspendido nuevamente en esta misma solucién amor
tiguada para obtener una concentracién de aproximadamente
10'0 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).

* Difco, Michigan, U.S.A,
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Inoculacidn de la bacteria por Aerosol

De la suspencidn bacteriana lavada y ajustada a 10]0/
UFC/ml sc tomaron 20 ml, los cuales se repartieron equita-
tivamente entre los 3 nebulizadores de la climara e jnmedip
tamente se acrosolizaron 6 cerdos seleccionados al azar --
(12 a 14 semanas de cdad y con un peso promedio de 16 kgs,
de peso vivo) del lote de los 18 cerdos que se posefan pa-
ra este trabajo, Despu8s de 30 minutos de nebulizacién, --
los 6 ccrdos se sacaron de la cdmara y al azar se dividie-
ron en grupo de 2 animales cada uno, Los animales de cada
grupo se sacrificaron respectivamente a las horas 0, 8 y -
30 después de la aerosolizacidn de la bacteria (ver Dia--
gramas 4 y 5],

QObtencién de pulmones

A la hora correspondiente, cada uno de los 2 anima---
les, fueron sacrificados por electrochoque y exanguinados
por seccidén de las arterias braquiales, Al compietarse el
desangrado se abrié la cavidad tor4cica y se extrajo el --
paquete cardio-pulmonar, vigilando de no seccionar el es6-
fago, Posteriormente se elimind el coraz6n, grandes vasos,
trfiquea y a la porcién extrapulmonar de los grandes bron--
quios. En los pulmones se examinaron la presencia o ausen-
cia de lesiones anatomopatoldgicas,

Procesamiento de muestras

De los pulmones se tom§ una muestra de 2 gramos de la
porcién ventral media de cada 1dbulo del pulmén y se colo-
caron las muestras para ser maccradas en morteros TemBroeck,



estériles que contenian 5 ml de PBS (pH 7,2).

Los macerados se diluyeron en base 10, hasta la di--
lucién \0'9. De cada una de las 9 diluciones de las mues-
tras de los 16bulos del pulmén, se sembraron 3 gotas de -
20 At /gota, en placas de agar soya tripticasa (DIFCO, --
Michigan, U.S.A,), las cuales se incubaron durante 24 ho-
ras a 37°C, El conteo del ndmero de unidades formadoras -
de colonias por gota UFC/gota) fue efectuado al término -
de dicho periodo de incubacién,

El ndmero de bacteria por muestra de cada 1l8bulo se
determiné por la siguiente f6rmula:

2
b
Z-l, n x FD 5
g X B.M, = (bacterias -
b

0.02 por muestra)

donde: b

ndmeros de gotas en las que se efectuf el con-
teo. ’

n = ndmero de UFC/gota.

factor de dilucién,

ml de Tem-broeck,

0,02 = ml/gota

Factor de correlacifn - poisson - (Little y --
Hills, 1979).

=1
en oo
n

3

Con las B.M, obtenidas de la forma anterior, se cal--
cularon las bacterias por gramo de muestra (BGM), y su ---
transformacidn logarftmica en base 10 (LBGM).

Con los datos precedentes se pudo calcular los fndi--
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ces de retencifn (Ret) y de remocidn (Rem), aplicando las
siguientes fdrmulas: :

a) % de Retencifn = SBLT X 100
Bl
BL, * BLT

b) ¢ de Remocién = X 100

T

donde: BLT = Bacteria por gramo de muestra al tiempo T,

ﬁlo = Media de bacteria por gramo de muestra a la
hora cero,

2. Remocién pulmonar de Pasteurella multocida a diferen-

tes_tiempos posinfeccifn de los cerdos con el virus -
de Ja enfermedad de Aujeszky.

Virus de desaffo, Para propagar el Virus VAC-1; s¢ --
cultivaron células PK-15 en MEM-Eagle con sales de Hanks -

(Grand Island Biological Co, N,Y,,U.S.A.) en botellas de --

Roux y se suplementaron con piruvato s6dico 1 mM, 10% de -
suero de ternera, antibifticos (Penicilina 100 UI y estrep
tomicina 100 _~4g/ml). Una vez obtenido el monoestrato con-
fluente (aproximadamente en 3 dfas), se retiré el medic de
crecimiento y se lavé dos vece$ con solucidn de fosfatos -
(PBS), pH 7.2, Inmediatamente se infectdé el monoestratn --
celular con 0.1 ml de una suspencifn de VAC-1, preservado

a -70°C y descongelado inmediatamente en el momento de la

infeccibn. las células inoculadas se incubaron durante una
hora a 37°C, para permitir la adherencia viral, Transcu---
rrido el tiempo de la infeccién, las cé€luas se lavaron, 2



veces con PBS y se agregé medio de mantenimiento (MEM ---
Eagle con sales de Earle, piruvato s6édico ! mM, antibig--
ticos v 2% de suero de tefnera). Las botellas se incuba--
ron a 37°C, durante 5 dfas y se observaron diariamente --
para ver la aparicidén del efecto citopdtico (ECP).

Al quinto dia después de la infeccién (momento en --
que se observé mayor desprendimiento del tapiz celular y
células ecn formas de racimos) las botellas fueron conge--
ladas y descongeladas; este proceso se repitié dos veces
y entre cada proceso citado se sonicaron por 15 minutos -
a 45 Khz (Branson modelo B. 72, Conn., U,5,A,).

La suspensi6n virica libre de células fue obtenida -
después de la centrifugacidn a 3000 g por 45 minutos. In-
mediatamente. despuds se procedif a la congelacidn de la -
suspensidn virica en viales de 5 ml y a titular el virus
en microplacas segdn la técnica. sugerida por Hawkes = --
(1879} .

Infeccifn de los cerdos con el virus de Aujeszky

Una vez titulado y ajustado a 104 TCIDS0/ml se desa-
fiaron los 12 cerdos restantes (16-18 semanas de edad, con
un peso promedio de .22 kg, de peso vivo) a las 6 semanas
después de la vacunacifn contra el VEA, A los 3 dias post
infecci6n, se formaron al azar 3 grupos de 4 animales ca-
da uno para ser sometido al aerosol bacteriano a los 3, 7
y 15 dias respectivamente, después del desafio con el vi-
rus de Aujeszky.



Inoculaci6n de la bacteria a distintos tiempos pos-
infeccidén con el virus de Aujeszky,

El aerosol bacteriano fuc preparado, como se descri-
bi8 en el estudio precedente, Los 4 animales de cada gru-
po fueron aerosolizados simultancamente, durante 30 minu-
tos con 20 ml de la suspensifn bacteriana que contenfa --
aproximadamente 10 UFC/ml, en los 3 tiempos respectivos
después del desafio con el VEA (3, 7 y 15 dias)}, Una vez
terminado el tiempo de nebulizacifén, de cada grupo, se --
seleccionaron 2 cerdos al azar y fueron sacrificados a la
hora cero y los 2 animales restantes a las ocho horas des
pués del aerosol de la Pasteurella multocida (ver Diagra-
ma 6),

El sacrificio de los animales, el procesamiento de -
las muestras y el cllculo de los parfimetros estadisticos,
s¢ realizaron como el experimento precedente,

3. Estudio anatomopatolégico

Al momento de sacrificio de los animales de cada gru-
po de los dos experimentos, la presencia o ausencia de las
lesiones macroscfpicas del pulmén fueron registradas. Inme
diatamente despufs de seleccionar las muestras para el es-
tudio de la remocidn o retencibn bacteriana, se tomaron --
nuestras de las freas de los l6bulos lesionados y se fija-
ron en formalina al 10% en PBS, posteriormente se incluye-
ron en parafina, Se realizaron cortes longitudinales de 2
a4 Am, Y estos fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina,
El tipo de lesiones histopatol8gicas fueron registradas -
por observacidn al microscopio,



4, Andlisis estadistico

Los resultados de¢ todos los cxperimentos realizados
estdn cxpresados en unidades de escala continua por lo --
cual se aplicd andlisis de varianza (ANOVA},

Remocidn pulmonar dc Pasteurella multocida.

En este cxperimento se utilizé un disefio factorial -
de 2 factores:

Factor A = 16bulo con a = apical, ap; = cardiaco, ---
a3 = diafragmdtico, Factor B = pulmén con bi= pulmén iz-
quierdo, by = pulmén derecho, La variable de respuesta -~
fue el ndmero de bacterias por gramo de muestra (BGM) y -
se utilizé su transformacidn logaritmica (LBGM) con el ob
jetivo de'homogenizar varianzas.

Las hip6tesis planteadas fueron:

Fa flo : el efecto principal de A = 0
H1 ¢+ el efecto principal de A # 0
Fb Ho : el efecto principal de B =0
H1 : el efecto principal de B # 0
Faxb Ho 3 no hay interaccifn
H1 : hay interaccidn

Se rechaz6 Ho cuando la "p" calculada fue menor de -
0.05,

e
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El andlisis de regresi6n fue empleado para determi--
nar la relaci6n entre tiempo (causa) y ndmero de bacte---
rias (efecto), La significancia del coeficiente de corre-
lacién (r) se estudif por medio de una prueba "t" de Rk
student,

Remocién pulmonar de Pasteurella multocida a diferen
tes tiempos de posinfeccién con el virus de Aujezsky.

El disefio estadistico para analizar este experimento
fue un factorial con 3 factores:

Factor A » difas después de la inoculacifn del virus -
con a1= dfa 0, aj; = dfa 3,>a3 = dfa 7, ay = dfa 15, Factor
B = 1ldbulo con by = abical, by = cardiaco y by = diafrag--
mdtico, Factor C = pulmén con ¢y = pulmén derecho y cp = -
pulmén izquierdo,

El ANOVA se realiz@ con 3 variables de respuestas: --
LBGM a las cero horas déspues de la aerosolizacién, LBGM a
las ocho horas, despuéds de la aerosolizacién con los fndi-
ces Ret-BGM,

Las hip6tesis planteadas para cada factor fueron:

Ho : el efecto principal del factor es igual a
cero.

H1 ; el efecto principal del factor es diferen
te de cero,

Y para cada interaccién:

Ho : hay interaccién
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1 + no hay interaccién.

Al igual que en el experimento anterior se rechazb -
Ho sf la '"p" calculada resultaba menor de 0,05.

Se utiliz8 la prueba de Tukey (diferencia mfnima sig
nificativa honesta) para ver diferencias entre medias ---
posteriormente al andlisjs de varianza, Esta prueba se --
realizé con P = 0,05, Los grupos que no mostraron diferen
cia se unieron con birras,

El andlisis estadistico se realiz8 seglin lo publica-
do por Pimentel (1978); Daniel (1980) y Hurley y cols, --
1981,
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V. RESULTADOS

Remocién pulmonar de Pasteurella multocida

La suspencién bacteriana, usada para la aerosoliza--
cién de los 6 cerdos de este experimento, mostrd un tftu-
lo de 8.8 x 10'% UFC/m1,

En los Cuadros 1 y 2 se muestran los nlmeros de bac-
terias expresadas en BCGM y LBGM en los l8bulos pulmonares
nuestreados tras la aerosolizacidn de los cerdos con la -
Pasteurella multocida,

Las medias y las desviaciones estandar de los resul-
tados obtenidos del pulmén izquierdo, derecho y 1l6bulo --
intermedio, expresados en LBGM, con respecto al tiempo --
transcurrido después del aerosol bacteriano se muestran -
en el Cuadro 3 y en la Figura 1; las de los 1l6bulcs cra--
neales, medios y caudales se encuentran en el Cuadro 4 y
en la Figura 2, En estos datos se observa diferencias mar
cadas en el ndmero de bacterias depositadas a las horas 0
y las encontradas 8 y 30 después del aerosol bacteriano.

El an4lisis de varianza (Cuadro §) de los datos expre
sados en LBGM, mostr8 diferencias significativas (P<0,001)
entre el ndmero de bacterias recuperadas a la 0, 3 y 30 --
horas después de la inoculacién de la bacteria con el aerg
sol,

El anAlisis de los datos por ANOVA Cuadros 6, 7 y 8,
no mostré diferencias significativas (P >0.05) entre 16bu-
los, ni entre pulmén a las 0, 8 y 30 horas después de la -
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inoculaci6én de la bacteria, Estos resultados permitieron
estimar la media del LBGM de¢ los 1l6bulos (apicales, car--
diacos, diafragmdticos) y compararla con la media del 16-
bulo intermedio, a cada tiempo después de la aerosoliza--
cifén de la Pasteurella multocida,

Estos resultados se muestran en e¢l Cuadro 9, en los
cuales tampoco se encontraron diferencias significativas
(P » 0,05),

Con los 14 datos de las muestras tomadas respectiva-
mente a las 0, 8 y 30 horas postaeroscl bacteriano, se --
construy$ la grdfica que se¢ muestra en la Figura 3, en la
cual se observa un comportamiento asintdtico del ndmero -
de bacterias con respecto al tiempo,

Con cstos mismos resultados se construy8 la recta en
base a la regresidn lineal entre el ndmero de bacterias -
expresadas en LBGM y el tiempo transcurride tras la aero-
solizaci6n de la bacteria, La ecuacidn de esta recta fue:

1

— L 0,151 + 9,52 x 1073
LBGM

donde: t = tiempo transcurrido despufs de la aerosoliza-
cién, con un coeficiente de correlaci6n de 0,92 -
altamente significativo pues di6 un valor de "t"
calculada de 45,60 (P 0,01}, E1 intervalo de --
confianza al 95% para 1 fue de ¥ 0,027,
LBCH

La representacifn exponencial de la ecuacifn anterior

es:
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1

., Con esta ecuacifn se
10 0,151 + 9,52 x 10°3 ¢

BGM =

pudo estimar el nfimero y los iIndices de bacterias deposi-
tadas o removidas por el pulmén a cualquier tiempo des---
pués de la inoculacién de la bacteria, mediante la utili-
zacidn de las siguientes férmulas:

BGML
BGMLho

% retencién (% Ret) = X 100

% remocifn (% Rem) = _BGMLho - BGM _
: BGMLho

donde: BGM ho
BGM

1

BGM a la hora cero posaerosolizacién.
BGM a diferentes horas posaerosolizacibn.

A manera de ilustracifn en el Cuadro 10 y en 1la Figu-
ra § se ejemplifica los resultados tefricos obtenidos al -
utilizar estas ecuaciones, Como s¢ puede observar los fin--
dices de remocién bacteriana en los Cuadros 1y 12yenel -
construido a partir de la ecuacifn de la regresibén lineal
Cuadro 10, los valores obtenidos en los 3 cuadros son simi
laresa las 8 y 30 horas posaerosolizacifn con la bacteria;
por otro lado, al utilizar la ecuacifn para calcular el -
nimero de bacterias, los fndices de remocién y retencién
(Cuadro 10 y Figura 15) se obtuvo una remocin pulmonar -
de bacterias del orden de 50%, 92,09%, 95%, 99,4% y 99.89%
a-las 0.79, 3, 4, 8 y 30 horas respectivamente después de
la inoculacién de la Pasteurella multocida por aerosol,
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Fl

Hora cero

Hora ocho

_Hora treinta

Cerdo #1

Cerdo #2

Cerdo #3

Cerdo #4

Cerdo #5

Cerdo #6

4D} 5.928x10

CI{6.683x10

o]

3.415x10

‘DI¥ 2,902x10

AL|2.263x10"

3 =

on|3.212x20
6

p1{1.942x10")

=1

9.329x109

-1.815x108

2.986x10]
7

o

2.415x10

4.879x10

3-802):106

8.950x105

7.165x10
5.,150x10
8.230x10
4.650x10
2,225x10

4,627x10

2,887x10°] 4.455x10

VPR R PR SN Y Y]

3

1.990x10"
1.400x10%
1.216x10°%

1.47YXI04

2.100x102

4.660x102

1.625%10°
1.850x10°

4.160x10°

2,540:10

9.643xloii 3.100x102

1,037x19

2.273x10°

2.273x102

1.833:102

1.497x10°

3.027x10°

6,170x10°

6.5

CUADRO #1 Resultados individualizados del niimero de bacterias
por gramo de muestra (BGM) de caca 14bulo del puludn de los cer~
doe tras la aerolizacifn de la Pasteurella multocida

Ver el significado de las abreviaciones de los cuwdros Yy figu

ras que se exponen a continuacién, en las pdginas dedicadas a

.. egte aspecto

al inicio de este trabajo,
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i
i
i
i
i
i
i
i

LOBULOS PULMOMARES (LBGM)
cerdos AT | D cI ¢D I DI | DB

C1-0h 7.354 [ 7.772 | 7.824 | 7.586 | 6,533 | 7.288. 7.452
C2-0h 6.969 | 8.258 | 7.475 | 7.382 | 8,688 | 6.580 | 5.951

X 7.161 | 8.015 | 7.649 | 7.484 | 7.610 | 6.934 | 6.706
D.E 0.272 | 0.343 | 0,246 | 0,144 | 2,523 | 0.500 | 1,068

c3-8h 3.460 | 3.855 | 3,711 | 3,915 | 3.667 | 3,347 | 3.665
C4-8h 13,648 | 4.298 | 4.146 | 4.200 | 4.169 | 3.934 | 4.404

X 3.554 1 4.076 | 3.928 | 4,007 | 3,918 | 3.665 | 4.034
D.E 0.132} 0.313{ 0.307 [ 0,130 | 04354 | 0.450 | 0.522

C5-30h }2.320| 2.220 | 2.210 | 2,267 | 2.261 | 1.49 | 1.790
C6~-30h J2.765| 2.356 | 2.263 | 2,175 | 2.481 | 2.015 |'1.812

X 1.382 2,288 | 2,236 [ 2,221 | 2,371 | 1.007 | 1.801
D.E 1.955| 0.096 | 0.037 | 0.065 | 0.155 | 1.424 | 0.015

CUADRO¥2 Nimero de becterias por gramo de muestre, de cada
14bule pulmonar, transformecién logaritmica (LBGM) con sus
resvectivos medims (X) y desviacidén estandar (D.E), a dife-
rentes tiempos postaerosolizacidn ~e¢ la Pasteurella multoci
da.




- 46 -

Pulmdén (LBGM)
HORAS
Izquierdo Derecho ()
0 X 7.248 7.401 7.610
D.E 0.429 0.776 | 1.523
8 X 3,716 4,039 3.018
D.E 0.304 0.280 | 0.354
30 I 2,177 2,100 | 2,271
D.E 0.417 0.240 | 0.155

CUADRO #3 Retencidn de la Pasteurelle multocide por el
pulmén izguierdo (AI, CI, DI), derecho (AD, CD, DD) y en
el 16bulo insermedio (I) trancformacién logarftnica (LBGM)
en relacidn al tiempo transcurrido tras el aerosol bacte~—
risno (medim = X y desviaciones estandar = €).
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LBGM

81 } hora 0

4 4 H 1 hora 8

) | i ; 1 hora 30

I ' +

PI PD LI

FIGURA #LMedia y desviaciones estandar del nimero de bacte-
rias parnel pulmén izquierdom(AI, €I, DI), pulmén derecho ep
(AD, CD, DD) ¥ en el 16bulo intermeéio (LI), transformecién
al tiemno transcurride trrs-el aerosol de la Pagteurella
multocida.
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Horas posaerosolizacidn

Puludn (L3GMN)

o] .. 8 ~ 30

Craneales e 7.528 | 3.815 2,415

D.E (0,553 | 0.360 0.240

Medios 7 l7.566 | 3.968 | 2.228

D.E {0,190 { 0,198 0.244

Gaudales ¢ llg 820 | 3.850 | 1.776

D.E [|0.593 | 0.415 0,216

Loodnver- ¢l 61 | 3,928 | 2.371
medio

D.E J1.5D 2.354 0,155

CUADRO #4 Retencidn de la Pasteurella mul-
toecida en los 16bulos pulmonares craneales

(AL, AD), medios (CI,CD), cavdeles (DI,DD)

e interredio (LI), trarcsformacién 1lrgavii-

mica (LBGM) en relacién al tienvo tranen-—_
rrido tras el aerosol bactieriano (uediz = X
y desviaciones ¢s:itandar = D,E),
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LBGM

i 1 - 3 ‘ hora 0

4+ I 1 1 I hora 8

" i i 1 hora 30

M c I

Qe

FIGURA #2 Medise (») y desviaciones estandar (I) del nimero
de bacterias expresadac en LBGM, en los 1l6bulos craneales

(C) medios (M) caudeles (C) y el 1ébulo intermedio en rela—
cifn al tiempo transcurrido tras el aerosol de la Pasteure—
1la multocida,
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F.V. G.L. S.C. c.M, F.C. P,
Tratamientos 21 198.42 99.21 549 < 0,001
Error 39 7.04 0.18
Total 42 205.46

— pomd
h8
CUADRO #5 Tabla de ANOVA y Prueba de Tukey (o< = 0.05) ---

constru{das a partir de datos expresados en LBGM, para detec
tar diferencias entre el nimerc de bacterias recuperadas a -
i~5 ), 3 y 30 horas tras el aerosol de la Pagteurella multo-

clda,

camente si-nificativase

las barras discontinuas indican diferenciasedtadisti-
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PV G.L] s.C | C.M Fe P
Tratamientos 5 2,316 0.463 1.681 > 0.1
LSbulo 2| 1.494 0.747 2,710 0.1
éulmén 1| 0.059 0.059 0.215 >0.25
Iébulo x Pulmén 2| 0,763 0,381 [ 1.384 |20.25
Error 6 1,653 0.275
Total 11 3.969

CUADRO #6 ANOVA construido a partir de los datos expresados
en logaritmos de bacterias por gramos de muestras (LBGM) para
determinar la existencia o no de un efecto de 18bulo ¥y pulmén,
sobre la renocién bacteriana a la 0 hora posaerosolizacidn de
la Pasteureila multocida. -

e e ettt
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F.V o 6.L | s.C. C.M Fo P
Tratamientos 5 0.466 0.0933 0,7954 |>0.25
Lébulo 2 10,704 0,0256 0.2182 |> 0,05
Puludn 1 ]0.3132 | 0.3139 | , 6757 |20:1
Lébule x Pulnén 2 | 0.20014 | 0.,0507 0,4323 1>0.1
Error 6 0.7039 0.1173
Total 11 2.2885

CUADRO #7 ANOVA, construido a partir de los dates expresados
en legeritmos de bacterias por gramo de muestira (LBGM), para
deterninar la existencia o no de un efecto de 18bulos y pul-——
ndén, sobre la remocién bacteriena a las 8 horas poszeroliza——
cién de la Pasteurella multocida.
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F.V G.L S.C C.M Fe P
Trataniento 5 2,191 0.438 1.543 LQ.QS
Lébulo 2 2,069 1,034 | 3.642 |»0.05
Pulmén 1 0,007 0,007 0.007 [»0.52
Léhulo ¥ Puluén 2 0.115 0.057 0.223 |[>0.5
Error 6 1.705 0.284
Total 11 3.396

CUADRO #8 ANOVA, construfdo a pertir de 1os datos expresadss

en losariinos de bacterias por

sraros de nuesira (LBGM) »ara

detsriinar la existerzia o no le un efecto de l5oulo ¥ pulzén,
gnore la reaseidn bacteriana a las 3) horas osaerosolizaciin

de la Pasteurella multocida,



Pizno

ACD I vC
(noras)
0 74536 7.634 da324
(> ..:)
] 4,085 3,937 .34
(P>2,5)
39 2,306 L2235 2.275
(P> 23.2)
CUADRO #9 Comsaracidn * medip l2 lon 18bulos
aricales, cardfacos i ilefregudiicos (ACD) con
la media del 1ébulo (I) internelio (Pruebs t)
lex ), 8 y 30 horas iczaife de 1z zeroseolizacni
de la Pazycurella nmuliscida, Lz datss ssidn :;;

n'esslos en

LBG&.
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L3GN

2 b '\
[ .

8. 30 t (horas)

FIGURA #3 Nimero de bacterias por gramo de muestra, trange
forzacidn logaritmica (LBGM) en relacidn al tiempo transcu-
rrido tras el aerosol con Pasteurella multocida (nedia =

error esténdar).




(:J’:ﬁ:) 30K % Ret | 4 Renm

0 3.224210° [ 130 3
271 | 1.622m° | 30 56

3 1.565¥13° | 7,91 | 32,00
LeJ0 BETER)
0.51 | .2.43

32 2,304 | 99.99

cterias, % le
¥

- pulnenar (36k)

CUADRO #10 Himar:

retenciln y % l2

estinalor a » :

recta de rezric:

tiemos posaero
74

LT a0 8.




1BGM

0.50

0.40

0.30

0.20

0.109

0 2 4 8 30 :t {horas)

FIGURA #4 Recta de regresida lineal (con in 95% de confianze)
en le tuc se muestre lz relzcifn existente entre el nlnero de

bacterias expresadas por el reciproco de _1_ ¥y el iiemypo -=-
’ 1BGM

transcurrido tres la aerosolizacidn con l2 Pasteurelle multo-
cids.
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BGM

199

+ N

30t (horas)

e
~t
[0}

FIGURA i#5 1Indices de ren:cidn bacteriana 2on resyecto &l
tiempo tranreurride desntds de la asrosolizacién le Pestsuve~
ila muliocida y calculados & »nartir de LBGM obtenicos a par--
tisx de lr ecuacidn de regresidn.
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Hores
Lébulos Posaerosolizacidon(gq 3
8 © 30
X 99.87 99..97
Crancales D.E 0.5 0.015
X 99.86 99,96
Medios
D.E  0.14 0.32
X 99.85 99,98
Caudales D.E 0.14 0.05
L. interme- T 99.92 99.93
dio , D.E  0.09 0.09,

CUADRO #11 Medias y desviacionss estendar de los
indices de remocién por los 18bulos craneales (AI,
AD), medios (CI, CD), caudales (DI, DD) y en el
1ébulo intermedio (I), calculados & nartir de BGY,
en el tiempo transcurrido desde aerozol con iz
Pasteurella nultocida.
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Tiempo Pulnén
(horas) I D LI
X §7.248 | 7.401 7.610
0
D.E J 0.429 | 0.776 | 1.523
X J3.m6 | 4.039 3.918
8
D.E { 0.304 | 0.280 | 0.354
X 2,177 | 2.100 2,371
30 .2 bo.17| 0.240 | 0.155

CUADRO #12 Medias y desviaciones estandar
de los indices de remocién bacteriana por

el pulmén izquierdo (I), pulmén derecho (D),
en el 1dbulo intermedio (L.I), calculados

a partir de BGM en relacidén al tiempo trans-
currido iras el aerosol de la Pasteurella
multocida.
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Efecto del virus de la enfermedad de Aujeszky sobre
la Remocién pulmonar de Pasteurella multocida.

Respuesta clinica

Cronolégicamente, después del desaffo con el VEA los
cerdos presentaron los siguientes signos clinicos; al -
tercer dia se observéd anorexia, postracién, fiebre --
(x 40.5°C), este cuadro se prolongé hasta el sexto dia; 4
dias después aparecié un cuadro respiratoric leve que con
sisti6 en tos y estornudo. A partir del séptimo dfa hasta
décimo quinto dfa (dltimo dfa en que los animales fueron
observados), los animales sc recuperaron y todes los sig-
nos citados antes desaparecicron.

A las cuatro semanas después de la vacunacifn, los -
cerdos desarrollaron tftulos de anticuerpos virus-neutra-
lizantes en un rango que fluctud entre 1:8 a 1:16, Seis
semanas después (momento del desaffo con el virus de la -
enfermedad de Aujeszky) estos titulos se incrementaron en
un rango que oScilG entre 1:32 a 1:64 (Cuadro 26 ).

La concentracién de Pasteurella multocida en los di-
ferentes indculos utilizados a lo largo de este experimen
to dirigido a determinar el efecto del virus de la enfer-

medad de Aujeszky sobre la remocién pulmonar en cerdos, -
mostrd un titulo de 1.9 x 10‘0, 1.1 x 10'0, 1.6 x 1010 -.
UFC/ml, a los 3, 7 y 15 dias respectivamente después del
desafio con virus,

En los Cuadros 13, 14 y 15 se muestra cl ndmero de -
bacterias por gramo de nmuestra (BGM) y sus transformacio-
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nes logarftmicas base 10 (LBGM) en los 16bulos pulmonares
muestreados a las 0 y 8 horas después de la aerosoliza---
cifn de la Pasteurella multocida y en los diferentes dias

despufs del desaffo de los cerdos con el virus de 1la en--
fermedad de Aujeszky (VEA),

El ANOVA, realizado con los resultados obtenidos y -
expresados en LBGM, para detectar efectos de dfa, 1l6bulo,
pulmén y sus interacciones a la hora cero, (Oh) después -
de la aerosolizacién de la Pasteurella multocida y a dis-

tintos dfas posinfeccién viral se muestran en el Cuadro 16.
En €1 se observa un efecto de dfa altamente significative
(P <L 0.001),

Los resultados del ANOVA y prueba de Tukey ( FP=0,05)
efectuados para detectar diferencias entre dfas posinfec--
cién viral a las cero horas tras la aerosolizacifn con la
bacteria, se presentan en el Cuadro 17, Estos andlisis in-
dican que la cantidad de bacterias depositédas fue igual -
para todos los grupos de cerdos, excepto para el grupo del
dfa 7 posdesaffo con el VEA, momento en que se depositaron
menor nfimero de bacterias.

En el Cuadro 18 se muestra el ANOVA construfdo a par-
tir de los datos expresados en LBGM, para detectar efec--
tos de dia, 16bulos, pulmén y sus interacciones a la hora
ocho (h8) tras el aerosol bacteriano en los distintos ---
dias posinfeccién viral. En é1 se observé un efecto debi-
do a-dfa estadisticamente significativa (P & 0,001).

El ANOVA y la prueba de Tukey (P& = 0,05) represen
tadas en el Cuadro 19 indican que el ndmero de bacterias
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recuperadas en las muestras pulmonares a la hera 8 tras el
aerosol bacteriano fue mayor el dfa 7 que en el dia 0 (con
trol de remocién) y que a los dfas 3 y 15 posdesaffo con -
virus de Aujeszky; ademds que entre los dfas 3 y 15 no hu-
bo diferencias significativas en ¢l ndmero de bacterias, -
Por otro lado que en el dfa cero, fue menor que en los de-
m4s dfas posinfeccidn virica,

En la Figura 6 se muestran en forma grédfica los valo-
res de las medias y desviaciones estandar de los datos ex-
presados en LBGM (hora cero = h0 y hora ocho = h8) en're--
lacién al tiempo transcurrido tras la infeccifn con el vi-
rus de la enfermedad de Aujeszky. Los resultados muestran
diferencias entre el nfimero de bacterias depositadas a la
hora cero (h0) y las recuperadas a las ocho horas (h8) deg'
pués de la inoculacidn de la bacteria,

En los cuadros 20 y 21 se encuentran los fndices de -
remocién (% Rem-BGM) del pulmén izquierdo, derecho y de --
los 16bulos apicales, cardiacos, diafragmfticos e interme-
dio, respectivamente, en relacifn al tiempo transcurrido -
tras el desaffo con el virus de Aujeszky, En ellos se ob--
serva una eliminacién casi total de la bacteria (superior
al 99%) excepto al dfa 7 después de la infeccién viral don
de se observa valores de eliminacién que fluctuaron entre
87 y 90%,

En el Cuadro 22 se encuentran los resultados del ANQOVA,
construfdo a partir de los 2fndices de retencién (% Ret---
BGM) obtenidos a distintos dfas despuls de la infeccién -
de los cerdos con el virus de Aujeszky. En el se encontré
un efecto debido a dfa y 16bulo; ademis una intcraccifn -
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significativa entre dia y l6bulo (P € 0,001), en el ndme-
ro de bacterias rccuperadas a las 8 horas tras el aerosol
bacteriano,

Los resultados de la prueba de Tukey (P = 0,05) mos
trados en el Cuadro 23, indicaron que los Indices de remo
cién bacteriana a distintos tiempos después de la infeccidn
viral fue igual para todos los l6bulos pulmonares, excep-
to en el dia 7 posdesafio con el virus, Por otro lado en
€ste momento y en el mismo cuadro se muestra que el 16bu-
lo apical presenta mayores Indices de retencién de la ceee
Pasteurella multocida que los 18bulos cardiacos y diafrag
miticos entre los cuales no se encontraron diferencias,
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HORA CERO - HORA OCHO
L. Cerdo # 7 Cerdo #8 Cerdo #9 Cerdo # 10
BGM LBGM BGM LBGM BGM LBGM BGM LBGM

7

AT|2.767x107| 7.442| 2.938x10'| 7.468]3.600x10% 4.5563.430x10% 4.535

4 4

6 4.18711,750x10

AD|7.010x10
7

6.845|7.540x101 6.877|1.540x10 4,243

Crl2,187x10 4

7.339|1.420x20 | 7.249)3.095%10%| 4.490}1.555x10% 4.191]

7 4

7 7.433|1.231x10"| 7.053|6.500x10

£

1epj2.205x10

I f2.725x10"| 7.507{2.035%10

DI 2.37SXI07 7.37511.840x10°} 7.264 6.200:(103 3.792]1.720x19

4

4.812]1.455x107| 4,162

~3
£

7.30801.555x10%| 4.191 }1. 630x10% 4,212

L™

(¥

3.827

3

4

DD 1.043x107 7.018]1.445x10°| 7.160]3.305x1.0"]4.519 (6.850x10"} 4,835

CUADRO # /% Resultados indivilizados del ndmero de bacterias por

grago muestra ( BGM) y su transformacidn logaritmica ( LBGM) de cada
16bulo del pulmén al dfa 3 vposdesafio del virus de Aujeszky; inme-
diatamente después del aerosol con Pasteurella multocida (Oh) y —-—
ocho horas més tarde (8h).

L = libulos
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HORA CERO

.

HORA OCHO

Cerdo # 11

Cerdo # 12

- Cerdo # 13

Cerdo # 14

BGM LBGM

BeM LBGM

BGM

LBGM

BGM

LBOM

AL

AD

CI

CD

I

DI

D

1.610x1c6. 206

1.157)(106 6.063

2.061)’.].0e 6.314

2,531x10%6. 411
1.544x106.188

3.432x1676.535

1.098}:106 6.040

h.481x10%]6.170

b .826x10% 6. 261

6

2.430x10 {6.385

3.493x20%(6.802

1.932x20% 6. 286

2.798x1.0%|6.446

1.623}{106 6.212

B.106x10°

D.402x10°

. 993x10°

b, 063%10°

2.1713{105

2.559:20

5

F.924110

5.492
5.380
5.299
5.317
5.336
5.408

5.284

b.453%10°

b, 389%10°

R.959

3.108x105

! .859x10°

E.993xlo5

2.398x105

5.389
5.378
5.471
2.492
5.629
5.476
5.379

CUADRO # /# Resultados individualizados del nvmero de bacterias por
sramo de muestra ( BGM) vy su transformacién logarltnlca de cada lobu
1o del wulmén al dia 7 »osdesafio del virus de Aujeszky; inmediata~
swente después del merosol con le Pasteurella multocida (Oh) y ocho

noras mds tarde (8h).

L = 1ldbulos
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HORA CERO

HORA 0OCHO

.Cerdo # 15 Cerdo # 16

Cerdo #

17 LCerdo

# 18

BGM LBGM BGM

LBGM

BGH

LBGM | BOM

LBGM

v

7 7.262 | 2.790x10]

AT [0..832x10

0 p.988x107.208 |4.935x10]

ez [2.527x1017.402 | 4.440%107

¢ [3.838x1077.584 |6.115x10

1 B.430x20107.535 |4.133x20]

01 b o561x007.659 |44819x10]

1D |1, 466x1017.650 |4.471x20]

7.445
7.693
7.647
6.786
7.616
7.682

7.650

8.750x10%

4.115x104

4.938x10"

6.750x20"

1.373x10°

l.705x104

1.200x104

4.614|4.720x10
4.69314.210%10
4.82911,230x10

5.138]6.300x10

4.945{5.500x10
4

4
5
4

4.231|8.450x10"

44740
4.673
4.624
5.089
44799
4,926

4.079)1.025x105.. 010

CUADRO# /& Resultados indivilizadoc del ntmero de bacterias por
gramo de nuestra ( BGM) y su transformacién logaritmlca (LBcM) -
de cada 1dbulo del puladn al dfa 15 vosdesafio del virus de Au--—
Jeszky; inmediatamente después del aerosol de la Pasteurclla mul-
tocida (Oh) y ocho horas mds tarie (8h).

L = lAbulos
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FV 6 ¢ cM P P
Tratamientos 23 | 13.137| 0.571] 6.140[0.00L
Dias 3] 10.121 | 3.374 | 36,2790, 001 |
L&bulo 2| 0,117 0.058 | 0.623 | »0.5
Pulmén 1 0,137 ] 0.137 ] 1.473 | > 0.1
Dia x 1ébulo 6 1,375 | 0.230 | 2.473 | » 0.5
Din x pulmén 3 0.202 | 0.067 | 0.720 | 0,5
Lébulo x pulmén 2 0,217 | 04108 | 1.161 | 2 045
Dia x 16bulo x pulmén 6 0.965 | 0.161 | 1.731 J.> 94
Brror K 24 2,203 [-0:093

Total 47 15,360

CUADRO # /6 ANOVA, construido apartir de los datos (LBGM)
obtenidos a la hora cero (Oh) después de la aerosolizacidn
de la Pasteurella multocida, nars determinar la existiencia

-0 no de un efecto debido a tratamientos sobre el nimero de
bacterias depositadas, en los distintos dias posinfeccién

viral.
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FV GL 3C Ch F
Tratamiertion 3| 11.415 | 3.805 | 41,165 |0.00)
Error _ 44 4,067 | 0.092
Total 47 15.482

! b ! + g
B7 1o D3 D15

CUADRO # 17 ANOVA y »ruebs de Tukey (« = 0.05) de los
datos expresndos en LBGM, obtenidos a la hora cero {(Oh)
en los diferentes grupos de cerdos aerosclizedos con la
Pasieurella nultocide, para determinar la existencia o

no de un efecto debido & dfes posinoculaeién del virus de
Aujeszky sobre el nimero de bacteriss depositadas, Los
grupos unidos por lz misma barra no se encontrdé diferen-—
cies egtedisticamente significativeas,
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132 GL sC CH F ]
Tratemientos 23 164899 | 0.704| 124351 (0,4 901
Die 3 14,751 | 4.917| 86.23640,.. 001
Létulo 2| 0.328| 0.164| 2877000
Pulnén 1 0.089 { 0.089( 2.561| 2,
Dia = 1dbulo 6 C.371 | ©.062( 21,088 [0, .39
Dia x pulnéa 3 0.454 | 0.151| 2.649 |y, . 92
Lébtulo x pulmén 2 0.076 | 0.037( 0.649|00.%
Dia x 1ébulo x pulmén 6 0.831 | 0.138| 24423 M
Error 24 1.330 LW
Total 47 18.259

~

CUADRO # /# ANOVA) construido apartir de los datos obte eni~

dos & las 8 horas despuds del aerosol que contenfa lajemp

© teurella multocida, expresado en LBGM, utilizalss para ieew—-
terninar la existencia o no de un efecto debilo a trafm=nim
tos, sobre el nimero de bacterizs recuperadas en loodzigw

. tintes dias posinfeccidén viral,
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expresados en LBGM, obtenidos

-

FV GL sC ‘cn P P
Tratamientos 3 114.464 | 4.821 | 55.903 {0,001
Error 44 3.795 | 0.086
Total 47 18,259

Jooveoannanc $ TS| ,
D7 D3 D15 DO
CUADRO #19 ANOVA y prueba de Tukey (« = 0.05) de los datos

s los 8 horas en log diferen--
tes grupos de cerdos aerospglizado con la Pasteurella multo~-
cida en los distintos dfas posinfeceién viral y efectuados -~
peras determinar la existencia o no de un efecto de dias, ——
sobre el nlmero de bacterias eliminadas del pulmén.
grupos unidos por ls misma barra, no se encontré diferencies
estadf{sticamente significativas,

Loy ~--
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LEGM

hO

T

0 é % 15 Tiempo
- (dfas)

FIGURA #6. Nimero de bacterias por gramo de muestfa, trang—
formacidn logaritmice (LEGM) en velacién al tiempo transcurri
do tras la aerosolizacidn de la P. multocida {hO y h8) y a &i

ferenies tiempos después del desafio con el virus de Aujeszky,
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Dias posdesafio con VEA
P 0 3 7 15
% REM|% RET] % REM|% RET % REM |#RET|| % REM | % RET

I ]99.87| 0.13}399.87}0.13 | 87.42 1257f 99.82 | 0.15

D [99.80f 0.3 ]99.80[0.2 §88.52{11.48] 99.82 | 0,18

LI | 99.91 0.09]99.91(0.09 § 90.29 ) 9.7 99.69 | 0.31

CUADRO #.40 Medias de los indices de remocién (% Rem BGM)
retencién de la Pasteurella multocide (% Ret BGM) del pul
aén izcuierdo (I) derecho (D) y 1ébulo (LT) intermedio, -
en relacién 8l tiempo transeurrido des»ués del desafio -~
con el virus de Aujeszky.

P = Pulmén
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Dias posdesafio con VEA
. 0 3 7 1
% REM|% RET)% REM | 2REr] % REM) %REd % REM |% REP

& 95.87) 0.1399.55 | 0.45{87.53 h2.47} 99.3¢} 0.16

€ 99.86{ 0.241199,82 | 0,18}87.30 p2.20] 99.31 0.19
D 199.85| 0.15099.83 | 0.17}88.50 11.40} 95.85]| 0,15

I 199.92|0,08(99.91 | 0.09}90.29 }9.71] 99.69] .31
-

CUADRO #4/ Medias de loc indices de retencién (% RET BGM)
¥y remocién de le Ppgteurells multocida (% REY 'BGM) de los

1lébules apicales (A) cerdiacos (C), diafragmatices (D) e -
intermedio (I) en relecidn al tiempo transcurrido después

del desafio con el virus de Aujeszky.

L = 1ébulose



FV oL se¢ o P P
Tratemientos 23 1477.087 64.2211 38.796 [£0.CO1
Dia 3 |1342.08 p47.3621270.25440¢ 3,00
Lébulo 2 27.771213.888 | 2.389 {40,305
Pulmén 1 0.905] 0.910| 0.546 |>0.25
Dfa x 1l6bulo 6 83,922/ 13,987 | 8.450+k0.00L
Die x pulmén 3 4,591 1.527| 0.922( 2.4
Pulmén x 1ébulo 2 5,129 2.564 | 1.28z [>0.25)
Dia x 1ébulo ¥ pulndén 6 12,687 2.114 | 1,277 |>Q.28
Erroxr 24 39,728 _1.65%

Total 47

GUADRO #22 Tabla de ANOVA construfdo a nertir de los {ndi-
ces de retencifn bacteriana (% Ret BGM) para detectar un —-
efecto degido a dia, 16bulo.y pulmén, & distintos tiempos
posinfeccién de los cerdos con ¢l virus de Aujeszky.




b) ] o ¢ + 1
cD7  CDo D3 CD15
c) 1 t } % !
DD7 ., DDQ DD} DD15
oy ¢ i ~ ‘
ADO DO DO
e) ' } - |
AD}  CD3 DD3
D B S S—"
AD7 © CD7 D17
8) } + } 4

AD15  CD15 DL1S

CUADRO # 23 Prueba de Tukey (== 0.05), para
detectayr diferencias end % de retencidén (% Ret BGM)
entre: a) dfas en 18bulos apicales, b) dias en los
14bulos cardiacos, ¢) dias en los 16bulos diafragné~
ticos g) 1ébulos dfas cero, e) lédbulos éfa 3, T) 16~
bulos afe 7, g) 1ldbulos dia 15, Les barras unen los
grupos en los cus no se encentrd direrencis estadis-
tica si-mificative.,
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5. Estudio anatomapateldgico

5.1, Lesiones

En los pulmones de los cerdos utilizados en ¢l experimen
to de remoci6n de la Pasteurclla multocida, no se encontraron
lesiones macroscOpicas a la hora O, 8 y 30 después dec la aero
solizacign'de la bacteria.

En el Cuadro 24 se presentan las lesiones muacroscépicas
encontradas en los cerdos aerosolizados con la Pasteurells
multocida (hO y h8) a los 3, 7 y 15 dias después del desaffo
con el virus de Aujeszky. En el se observa que los cerdos -
al tercer dfa de la infeccifn viral desarrollaron congestio-
nes <leves en los ldbulos apicales (AI, AD), cardiacos (CI, CD)
y en el 16bulo intermedio (LI); 7 dfas después en todos los
animales hubo zonas de consolidaci6n roja de 1 a 3 cm. de di4
metro en los 16bulos apicales y cardiacos; y al 150, dia se
observaron en dos cerdos las mismas lesiones encontradas a
los 7 dias después del desaffo del virus.

5.2, Hallazgos histopatol6gicos

Los resultados del estudio histopatolégico a los 3, 7 y
15 dias despuds del desaffo de los cerdos con el virus de la
enfermedad de Aujeszky se encuentran detallados en el Cuadro
25, como se observa, al tercer dfa después del desaffo con
el virus (3 DIP-VEA), los cerdos desarrollaron cambios histo
patol6gicos variables. que consisticron en edema, hemorragia
y congestifn, colapso alveolar, bronconeumonfa e infiltracio
nes linfocitarias peribronquial y de polimorfonucleares neu-
tr6filos (PMN) en la luz de los bronquios. Al sé&ptimo dia -
(7 DIP-VEA) se encontr6 ademis de los hallazgos anteriores:
Consolidacién.e infiltracién de macr6fagos en la luz alveo-
lar. En el décimo quinte dia (15 DIP-VEA) 1as lesiones fue-
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ron parecidas a las encontradas a los 3 y 7 dfas, ademds se
observd engrosamiento de los septos alveolares e infiltra -
cién de macréfagos en la luz alveolar,
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SR BE LA DiBLeTECY

Experimentos Leglcnes maciroscdpices
#1 REM . . o -,
P. multocida Pulmén nornal en los 6 ceordoy
# 2 .
Interaccién
IJMIP -~ VEA Congestidn leve en los AT, AD, CI, (D, LI
] - ’ | R
@7 ho 18bulos! (en loas 4 cerdos)
C8 ho (AI) apical izquierdo
09 n8 (AD) apical derecho
CL0 8 (CI) cardiaco izauierdo .
(CD) cardisco derscho
(LI) 16bulo izguierdo
7 D¥P - VEA
€Ll ho Consolidacidn roja en AD, CI,CD, LI
C12 ho Congolidacién roja en AL, AD
Cl3 n8 Consdolidacién roja en AT, AD,CI
Cl4 h8 Congolidacidén roja en AL,AD
15 bEp - VEA - .
Cl5 hod Pulmén nor.al
Cl6 ho consolidacidn AD
C17 h8 Pulmén normal
Cl8 h8 congolidacidn AL

w

CUADRO # 24 Lesiones macroscépicas resistradar en log expepi
mentos de re@ocién de Pasteurella multocida {#. REM Pa;téup:
rella.multoclda)y en el experimento para detecter a1 efecty
del virus de Aujeszky (# Interaccidn) sobre la remocidn cg
le becteria, a los 3y 7 y 15 dias posincculacidn del virug
DIP: dias despues de la inoculacién el virus, '
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15 gyp - VEA

CLl5 10 ~Breuconeriionia, cor.7estidn -con predominio
racrdéfogo en le luz alveslar, edena y heo-
rrazea.

C16 no -At2lectasie y engrosanisnto d2 eptos,

CL7 13 +~Bronconeumonia, con predominio de PGl en

broncuios y alveolos. Colapso alveolar,

CL8 -3 ~Bronconeumnonia, con predominio ds PM en
Lronguios » alveolos,

CUADRO # 25 Hellazgos Histopatoldgicos de los eiperimentos
#1 (REM de Pactcurelle multocida)y #2 (interaccidn) para
dctectar el efecto del virus de Aujeszky sobre la rezocidn
le 12 pastcurella nultocids a diferentes dias posinocula-
2ifn del wisur, % DIP-VEAedias posinoculecidn del virus de
Anjeczky.
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TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES

NgéRgsL 4 SEMANAS DESPUES DE | 6 SEMANAS DESPUES DE LA
LA VACUNACION VACUNACION (MOMENTO DE
DESAFIO CON VEA)

1 1:8 -

2 1:16 -

3 1:15 -

4 1:8 -

S 1:16 -

6 1:8 -

7 1:8 1:32

8 1:8 1:64

9 1:16 1:64
10 1:16 1:64

9 1:8 1:32
10 1:16 1:64

1 1:16 1:32

12 1:16 1:32

13 1:8 1:64

14 1:16 1:32

15 1:8 1132

16 1:16 1:64

17 1:8 1:32

18 1:8 -

CUADRO 26, Titulo de anticuerpos neutralizantes a las 4 y 6
semanas después de la inmunizaci6én de cerdos con
una vacuna inactivada contra el virus de. la en--

fermedad de Aujeszky,
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Experimentos

#. REM
P. multocida

f2ll azgos Histopatoldzicos
Ausencia de lesiones

#2
Interaccidn

3DIP . ypp
C7T ho

C8 ho
C9 nO0

C10 h

-Proliferacidn linforciteria peritrong.ial ec
, . i
ma, hemorragia en aveclos.
~Congestién y hemorrfzia en alveolos.

~Congestién, bronconeusonia ex:dativa con Pryg
dominio de PMIi, vocos meerSfazes en la luz
alveolar,

-Proliferacién linfceitaria peridreniuisl,
Bronconeuronia con pr2donrinio 4= PMY er broy
cuios. Colapso alveolar.

7 DIP - VEA
Cll ho

012 ho

C13 n8

Cl4 h8

~Bronconeunionfa conr abundantes PAN en nlveo-
los, proliferacidn linfocitaria serilron-
quial, edema,hemorrazia.

-Bronconeumonia con abundantes PMV e bron-
quios y alveolos, sbund

lante nacrdfagos en 1
luz alveolar, edema alveolar, nrolirferacidn
neribroncuial.,

-Bronconeunonia, abundantes en P <n 2lveo~
los, edema.

-Bronconeurionia, nroliferacisn “eribrensuial
de linfocites, exudado »urulonto on tron-
ruios, consolidezié~ con reparacidn,




yI. DISCUSION

La determinacién del patrén de remocién pulmonar de -
Pastcurella multocida en cerdos de engorda bajo condicio--
nes normales de salud y la posible alteracibén del patrén -
de eliminacién por el efecto del virus de la enfermedad de
Aujeszky en cerdos que fueron previamente vacunados contra
dicho virus, fueron los objetivos establecidos en este tra
bajo de investigacién, Los resultados obtenidos en el pri-
mer experimento se¢ utilizaron como punto de referencia pa-
ra compararlos con los obtenidos en el estudio del efecto
del VEA, como modelo para determinar el papel que juega es

te virus como patdgeno primario y que facilitarfa la colo-
nizaci6n del pulmén por un agente oportunista como - ----
P, multocida,

El modelo de inoculacién de bacterias por aerosol y -
la determinacién de la remocidn bacteriana del pulmén, fue
ron los métedos elegidos para cumplir con los objetivos --
de este trabajo de investigacién, debido a que se ha utili
zado ampliamente en el estudio de la respuesta del tracto
respiratorio a bacterias inoculadas bajo condiciones nor--
males o adversas (Thomson y Gilka, 1974; L6pez y cols, ---
1976) .

Por otro lado el modelo de inoculacién por aerosoles

ofrccen mdltiples ventajas sobre otras vias de inoculacién

dado a que: Es el método que mds se aproxima a la via na--
tural de transmisifn de las enfermedades respiratorias, se
puede inocular un gran ndmero de animales simultaneamente,
aseguri una distribucién homgénca de partfculas en el trac

to respiratorio, puede ser calculado el ndmero de microor-
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ganismos depositados en ¢l pulmdn de animales expuestos -
‘bajo condiciones normales o adversas, a una concentraci6n
conocida de bacteria durante un ticmpo controlado (Lépez,
cols, 1982; Martinez, 1984),

En el estudio de la remocidén pulmonar de Pasteunella
multocida en el cerdo normal, se observ6 un comportamien-
to asint6tico en su patr6n de eliminacién con respecto al
tiempo posaerosolizacién del microorganismo (Figura 3), -
Este patr6n de eliminacifn bacteriano concuerda con los -
resultados obtenidos con otras bacterias, en diferentes -
especies animales y cn las mismas condiciones normales de
salud (Campbell y cols, 1983; Curtis y cols., 1976, Jakab
y Dick, 1974; Lillje y Thomson, 1972; Martinez y cols, --
1984; Nugent y Pesanti, 1982 Saunder y cols, 1983; Veit
y cols, 1978), Todos estos autores demostraron la gran --
capacidad del pulmén para remover distintas especies bac-
" terianas de manera rdpida y predecible,

Este experimento se demostr§ que el pulmén de cerdo,
"tiene gran capacidad para la eliminacién de Pasteurella -
multocida en condiciones normales de salud,con un patrén
similar a otros trabajos,  empleando otras bacterias y di
ferentes especies animales, sin embargo han existido des-
cripciones de patrones de eliminacién anormales en rato--
nes inoculados -con Pseudomona sp, y Klebsiella neumoniae,

en los que se ha encontrado una multiplicacién bacteriana

en el pulmén en vez de la eliminacién. Las alteraciones -

en la remocién pulmonar de bacterias que se han sugiride

se deben a la produccién de sustancias extracelulares t§-

xicas, a los componentes de la cépsula.y de la pared ce--
- lular (Jackson y cols, 1976; Jay y cols, 19763},
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fn nuestros dat=os el anflisis de varianza reveld di-
fenmmiins significat ims (P £ 0,001) entre el ndmero de
bateeriss depositadas o Q horas y entre las recupesradas -
8 yZ%( horas (Cuadro 5), Y la prueba de Tukey de los da--
tos @eprexsados en LB«GY, mostraron que entre las 8 y 30 --
hones oxi stid diferemucin significativa (P ¢ 0.05); sin
emhinr-p estas diferexcia s no fueron observadas entre las
8 yEXl horas cuando ¢ analizaron los resultadcs en base
a hes fndices de renwocién (4 Rem BGM ver los Cuadros 10,-
11,11 !y Figura 5), €Cmn estos resultados se pudo determi-
nar el ne jor momento alecuado para proceder al sacrificio
los ocndos del segunedo experimento, con-los cuales se cal
culimrem XLa retencifn y1la remocibn bacteriana a distintos
dfss  {espués del des=affo con el virus de la enfermedad de’
Aujeesiky. El momento afs adecuado para nuestras condicio--
nes mefpor-imentalés fwzo e 1 de ocho horas despufs de haber -
reilifindo la inoculaezifn de la ba;teria, aunado al hgcho -
de quame como se muestxs en el Cuadro 10 los valores de Re:-
mocl®6a ha cteriana incdlicam que €stas fueron eliminadas del

© pulidéen casi totalmentea las 8 horas después de la aerozo-
liucocifny asf mismo enla Figura 5 se aprecia claramente -
queeset este tiempo losvalores de eliminacidn pulmonar pa-
ra).. mltocida fueron superiores al 994,

fl hecho de no encontrarse diferencias estadisticamen
te siii piff icativas poxr an&lisis de varianza (Cuadros 6, 7 y
8) wrmtre el pulmdn i=qierdo y derecho, ni entre los 16bu-
loscx mie ales, medioss y caudaies, en el ndmero de bacterias
recdpp-trad as a 1las 0, 8y 30 horas después de la inocula---
cifn do X a PasteurelXanultocida por aerosol; podrfa indi-
carqmue e 1 método de infeccidn por aerosoles utilizado en
estt  iwe stigacifn, aasgpuara una distribucién homogénea de
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particulas microbianas en el pulmén y que el pulmdn del -

cerdo en condiciones normales de salud responde eficazmen
te y de manera uniforme en la eliminacidn de la bacteria,
Estos resultados concuerdan de modo general con lo publi-
cado por Saunder y cols, (1983) trabajando en cerdos de -
engorda inoculados con Bacillus subtilis por aerosoly con
Schunya y cols,(1984) trabajando en la misma categorfa de
cerdos inoculados con Bacillus subtilis y Haemophyllus --
pleuropneumoniae por aerosol, Observaron que el nflmero de
microorganismos depositados a la 0 horas tras los aeroso-
les bacterianos fue superior en los 16bulos caudales que
al de los 16bulos craneales y medios; sin embargo a las -
12 horas después de la inoculacifn el nfmero de miroorga-

- nismos retenidos en las 3 rcgionés del pulmdn no varid --

significativamente,

Los estudios de remocién pulmonar de bacterias en --
condiciones normales, proporciona basespara el estudio de
los factores que pueden influir adversamente en la elimi-

‘nacibn de bacterias del pulm8n y dec.esta manera permitir :

su multiplicacifn y en consecuencia el desarrollo de pro-
cesos neumdnicos (Thomson y Gilka, 1974}, En este sentido
se investigé el efecto del virus de la enfermedad de ---
Aujeszky sobre la remocifn pulmonar de Pasteurella -----
multocida, en cerdos previamente vacunados contra el vi--
rus (VEA), Esta interaccifn fue determinada relacionando
el tiempo transcurrido entre el desaffo de los cerdos con
el virus y el de la inoculacién de la bacteria por aero--
s0l, La vacunacién fue justificada con base a que su uti- -
lizacién no proviene la multiplicacién viral ni el desa--
rrollo de lesiones neuménicas observadas después del de:-
saffo con el virus (Wittman y cols, 1980, Alva Valdés y -
cols, 1981). ”
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Los resultados obtenidos en este experimento, demostra
ron que el virus de la enfermedad de Aujeszky interfirif mar
cadamente con la rcmocién pulmonar de Pasteurella nultocida
a los 7 dfas despuds de la infeccifn viral y en menor grado
a los 3 y 15 dfas, momento en que el ndmero de bacterias re-
cuperadas a las 8 horas después de la aerosolizacién, fué --
significativamente ( P < 0,001} diferente al grupo control
de remocién normal (Cuadros 17, 19 y figura 6).

Las alteraciones pulmonares posiblemente son la cau
sa del aumento del ndmero de bacterias recuperadas a las 8
horas después del aerosol bacteriano, (cuadros 24 y 25 ) o
a los efectos generales inducidos por el virus de la enfer-
medad de Aujeszky que disminuyen la capacidad fisiol8gica
del pulmén para remover las bacterias depositadas, Se dgsco
nocen los mecanismos de inmunosupresién inducido por el (EA,
a nivel del tracto respiratorio que permitan la colonizaclén
del pulmén por bacterias oportunistas. Sin embarge, se ha
demostrado que algunos virus con tropismo respiratoric tu
les como el virus de la Parainfluenza e Influenza producen
alteraciones en los mecanismos antibacterianos del pulmén
(Jakab, 1981a), Entre estos defectos de la defensa pulmonar
durante la infeccién viral se han mencionado las siguien-
tes; disminuci6én de la remocifn mucociliar, disminucién de
los niveles de sustancias tensec-activa, supresifén de la ac
tividad fagocitaria del macr6fago alveolar (quimiotaxis,
adherencia, ingesti6n, fusi6n de fago-lisosomas, accidn 1§
tica y degradativa intracelular) y una disminucifn de los
niveles de enzimas lisosomales (Jakab, 1981a, Yates, - -
1982a),
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En estec estudio fue necesario un intervalo de 7 dias
para observarse una retencién bacteriana altamente signi-
ficativa (P < 0,001) en cerdos infectados con el virus -
de la enfermedad Aujeszky, Estos resultados son consisten
tes con los obtenidos en otras investigaciones en los que
sc ha demostrado que diversos virus tienen la capacidad -
de deprimir la habilidad del aparato respiratorio de dife
rentes especies animales para eliminar bacterias inhala--
das (Klein y cols, 1969; L8pez y cols, 1976; Jakab, 1981b,
Pijoan y Ochoa, 1978; Jakab, 1974; Warr y Jakab, 1983; --
Badiola y Pujols, 1984), Todos estos estudios han demostra
do que cada virus tiene un tiempo critico para alterar los
mecanismos dc defensa del tracto respiratorio, y si las --
bacterias son inhaladas cn este momento, el resultado seri
una infeccidn combinada virus-bacteria y neumonfa,

En estos datos el anflisis de varianza revel8 que hu-
bo un efecto de dia posinfecciln viral en el nGmero de bac
terias depositadas a la hora 0 después el aerosol bacte--
riano (P £ 0,001), Y la prueba de .Tukey mostré que el ni-
mero de bacterias depositadas a las horas cero fue signi--
ficativamente menor (P & 0,05) en el dia 7 que las encon
tradas en los dfias 0 (control de retencién bacteriana en -
la curva de remocién en la hora cero) 3 y 15 posdesafio --
con el virus de Aujeszky entre los cuales no se encontrf -
diferencia (Cuadros 16, 17 y Figura 6), Este fenémeno qui-
zfiis sc¢ debe a que en este momento fue cuando aparecieron -
los cambios macroscOpicos m4s marcados que consistieron en
fireas de consolidacién pulmonar {ver Cuadro 24), En este -
sentido Jakab y Green (1974) demostraron que 4reas de con-
solidacifn pulmonar de ratones infectados con virus Sendai
retienen ¢l 10% de las bacterias inoculadas y el 90% res--
tante sc retienen en las Arcas no consolidadas del pulmén,
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Estos autores sugirieron que el bajo depSsito de particu-
las en las dreas consolidadas se debe a la poca ventila--
ci6n que ocurre en cstas regiones afectadas y como resul-
tado las partfculas se¢ depositan en las regiones del pul-
mén menos alteradas,

E1 ANOVA rcalizado con los datos cxpresados cn por--
centajes de retencifn (Cuadro 22) bacteriana a distintos
tiempos después dc la infecci6n de los cerdos con el vi--
rus de enfermedad Aujeszky, mostr6 que no hubo diferen---
cias entre el pulmén izquierdo y el derecho; sin embargo
se registrd un efccto de dfa y una interaccién entre dia
y 16bulo significativa (P ¢ 0.001), Las pruebas estadis-
ticas posteriores (Tukey, Cuadro 22) indicaron que entre
los dfas 0 (control de¢ remocifn bacteriara), 3 y 15 posde-
saffo con el virus no se encontrd . diferencia entre 16
bulos en los indices de remocifn, Sin embargo en el dfa 7
en el cual el porcentaje de retencidn fue significativa--
mente mayor (P = 0,05) en relacifn a los demfis dias des
pués de la infeccién virica, se encontrd que los indices
de retencibn bacteriana fueron significativamente mayores
en el 16bulo apical (P « 0,05) que en los 1lébulos cardia
cos y diafragmdticos entre los cuales no hubo diferencia.
De acuerdo a estos resultados, los ldbulos apicales son -
los mds afectados por el virus que los l6bulos cardiacos
y diafragmditicos,al séptimo dfa, momento en que el virus
de la enfermedad de Aujeszky interfiere marcadamente con
la remocién bacteriana, Este efecto quizds se deba, més -
no confirma por un lado al método de inoculaci6n del vi--
rus lo que harfa posible que llegasen mds particulas vira
les a los l6bulos craneales, que en los demds i6bulos pul
monarcs, induciendo con esto cl desarrollo de dreas de con
solidaci6n mds marcadas cn los 16bulos apicales que en las
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demds drcas del pulmén y por otro lade quizds a una marca
da supresidn de la actividad bactericida en estas dreas -
mis lesionadas del pulmén, En este sentido Jakab y Green

(1974) en un estudio orientado a comparar los mecanismos

bactericidas de regioncs consolidadas del pulm6n de rato-
nes infectados con virus Sendai y desafiados a los 7 dias
posinfeccién virica con Staphylococcus aureus marcados --

radioactivamente, encontraron que los mecanismos estaban
similarmente suprimidos en ambas zonas, aunque la supre--
sién fue mayor en las dreas consolidadas, donde la multi-
plicacién bacteriana estuvo limitada,

El hecho de no encontrarsc lesiones macroscépicas, -
ni microscépicas en el pulmén de los cerdos en el experi-
mento de la remocidén pulmonar de la Pasteurella multocida

(Cuadros 24 y 25) indican que esta bacteria no es capaz -
de producir patologia pulmonar por si sola en cerdos, Es-
tos resultados concuerdan con lo publicado por Carter ---
(1975), Pijoan y cols, (1982), Gois y cols, (1983); los -
que demuestran que la inoculacidén experimental de la bac-
teria no producen signos ni lesiones de la enfermedad res
piratoria del cerdo, Por otro lado se ha demostrado que -
esta bacteria solo puede producir lesiones neumfnicas sé-
lo cuando es inoculada en combinacifn con otros agentes -
que disminuyen la defensa del pulmén; por lo tanto se le

ha considerado como un agente oportunista de los procesos
neundnicos (Kielstein y cols, 1977; Pijoan y Ochoa, 1978)

‘En esta investigacién se encontraron signos de un --
cuadro respiratorio discreto de corta duracidn, cambios -
anatomopatoldgicos variados cuanto al tipo 'y grado de le-
si6én (Cuadros 24 y 25) y una respuesta serol6gica modera-
da de anticuerpos virus-ncutralizantes (Cuadro 26). Estos
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resultados indican que la inmunizacién de los cerdos con
una vacuna de uso comercial contra el VEA protegid a los
cerdos contra la prescntaci6n nerviosa de la enfermedad -
de Aujeszky., Sin embargo, no protegié al cerdo del cuadro
respiratorio ni de las lesiones neumdnicas observadas, A
similarcs conclusiones llegaron ; Wittman y cols, (1980),
Vanier (1982), Alva Valdés y Cols, (1983), todos estos
autores trabajando con cerdos de engorda inmunizados con
vacunas inactivadas de uso comercial y desafiando los ari
males con cepas virulentas de VEA a distintos tiempos des
. pues de la vacunacién,

Los tipos y la distribucidn de las lesiones macroscé
picas caracterizadas por congestién y consolidacidn leve
en los 16bulos apicales cardiacos e intermedio, principal
mente observadas al tercer y séptimo dfa posinfecci6n vi-
rica, concuerdan con varios reportes de la literatura en-
focados a determinar el efecto del virus de la enfermedad
de Aujeszky sobre el pulmén del cerdo susceptible o vacuna
do (Baskerville, 1971, 1973; Wittman v cols, 1980; Vanier,
1982; Alva Valdés y cols. 1983), Sin embargo, hay cierta
discrepancia ontre los hallazgos histopatolégicos encon-
trados en este estudio (Cuadro 25) donde la-lesién mis so
bresaliente fué una bronconeumonfa exudativa con predomi-
nio de células blancas y entre las lesiones observadas por
los autores citados antes los cuales encuentran principal-
mente bronquitis, bronquiolitis y alveolitis. Las diferen-
cias observadas entre los resultados obtenidos en este ex-
perimento y los obtenidos por los autores citados previa-
mente, quizds se deban a variantes en los modelos experi-
mentales tales como: edad de los animales, estado inmune,
dosis de virus y al tropismo de las cepas utilizadas.

La bronconcumonfa y los cambios histopatolfgicos en-
contrados en los animales utilizados en esta investigacién,
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sugieren una alteracidén de los mecanismos de defensa pul--
monar inducido por el virus de Aujeszky, lo que cgndﬁce --
probablemente a una multiplicacién bacteriana de origen --
sapréfita. Tales alteraciones no puedén ser atribuidas a -
ta Pasteurclla multocida inoculados por aerosol, dado al -

corto tiempo cntre la exposicidn de los animales a la bag
teria y ¢l sacrificio de los mismo y por otro lado a la na

turaleza de las lesiones observadas,

En esta investigaci6n se demostr$ que cepas virulen-
tas del virus de Aujes:zky (VAC-1) afectan la remocibén pul
monar de la Pasteurella multocida ¢ inducen al desarrollo

de procesos neumdnicos, en cerdos inmunizados contra el -
VEA. Sin embargo queda por definir: qué mecanismos de de-
fensa del pulmén son los mis afectados por el virus, por
otro lado si este fenSmeno puede ocurrir con cepas natural
mente atenuadas , tanto en cerdos vacunados como en cerdos
sin inmunizacién vy por filttimo serfa importante investigar
si la inmunizacidn por inoculaci6n intranasal con ambos --
agentes cvita el desarrollo de procesos neuménicos en el -
cerdo de engorda, [Lstas investigaciones permitirfan pro-
fundizar mds acerca de la interaccidn-virus de la enferme-
dad de Aujeszky y Pasteurella multocida en los procesos --

neuménicos del cerdo y asi como sugerir alternativas de con
trol para las enfermedades respiratorias de estos animales.
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