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RESUl'IEN 

En este estudio se determinó la pat.ogenicidad de cepas de 
campo de ºQt:Q~tg!!ª Qt:QQ~biagetif;ª y de eªatg!!t:~!!ª !!!!!!iQf;iQª 
tipo "D" aisladas de 41 cerdos con cuadro cl1nico de Rinitis 
Atrófica <RAJ e identificadas por pruebas bioguJ micas. En 
20 de los casos se aislo º.._ Q!'.Qns;b!§~ei!s;ª' en 3 (7 %J e.._ 
!!!!!liQf;AQ-ª y en el 44% 1-estante no hubo aislamientos. Las tres 
cepas de e,_ ffi!!!tQSiQª cor~espondieron al serotipo "D", todas 
las cepas de e,_ m!!H:'2SiQª y !;!,_ Q!'.Qt:lSbiageiisª resulta ron 
ser productoras de dermonecrotoxina. La acción de la 
dermonecrc•toxina fué demost.-ada por- endurecimiento en piel de 
cuye <IPCJ, muerte en ratón lactante CMRLJ y atrofia del ba:=o 
en ratón CABRJ; para IPC resultaron positivas 12 de 20 con 
aislamientos de !;!,_ Qt:Qt:lSbiagetif;ª y 2 de 3 de e,_ ffi!!!iQSiQª' 
para la pnieba de MRL 15 de 20 de º'- Qt:Qt:l~biiagetisª y 2 de 3 
de e,_ !!!!!li'2SiQª y la prueba de ABR 17 de 20 de !;!,_ 
Qt:QQSbia~etisª Y 3 de 3 de e.._ ffi!!!tQSiQª. El anélisis 
estadistico <Xi cuadrada) reveló que cualquiera de las tres 
pruebas biológicas se pueden utilizar para detectar cepas con 
dermonecrotoxina. Se selec:ciotiaron 4 cepas, dos de el las 
patógenas, de estas cepas sólc• la cepa <Vcl de P. multocida 
patógena presento un pl&smido de aproximadameñte -5~2-¡¿¡;-~ 
mientn;s que )as otras tres cepas no present.aron plt.smidc•. El 
estudio de c1totoxicidad en cultivos celulares de estas 
mi!..mas ce.pas mostró gue sólo la cepa 4 de ª... Q!'.Qt:lf;bü¡ge.tis~ 
patógena produjo tm marcado efecto ci tot6xico en la l lnea 
celular MDBK, moderado en la VERO y leve en las PK-15 
mientras que la cepa Ve tuvo un moderado efecto ci totó.•<ico 
en las células MDBK y leve en las ot.ras dos. El est.udio por 
medio de aerosoles de infección a ratones de 21 dias de edad 
por medio de aerosoles coro la cepa 4 de !!.._ Qt:QDSbiiageiisª 
demostró, que la inoculación de 5 >: lOlOUFC de I!.:. 
Qt:Q!'.lSbi§getis;ª' roo fué capaz de producir ninguna lesión en 
los cornetes nasales de los ratones. La remoción de la 
bact.eria de los pulmones presentó 4 fases, deperodientes del 
tiempo: una de crecirníento rapido~ una disruir1uciari, un 
aumento ligero con una fase estacionaria y finalmente un 
descenso del nt!lmero de bacterias en los

0 

tHtimos dias. La 
baja de peso fue significativa en los animales infectados, 
ademas se presento una alta mort.alidad de los animales en el 
transcurso del experimento. 
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ABSTRACT 

This study was aimed at identi fing toxim: from field strain,;. 
of 1ª.:. t!r2ns;b..i.~!!le.t..i.sª and .E'.:. !!JJJlif!sl9s serotype "D" associated 
with atrc•phic rhitüt-is. Forty one pigs with clinical symptoms 
of the disease were sarnpled; 20 C49/.l yield 12 .. 
t!ri;!t:!Sb.!~fle.t!Sª and 3 Cl?:l .E'.:. !!l!.!!iS!S.Ül-ª· 
Bacteria! tc•xinas were identifY by tlwee bio!ogical· assays: 
a) Induration and necr•:•sis of guin"'a pig skin CIPC test.>; bl 
Dead of suckling mouse CMRL test); el" Sple"'n atrophy in rnice: 
<ABR test). Twelve 12... Qt:.Qt:!Sbia§el<!.!:i! cul t.Ln-ed Sl•Pernatants 
were posit.ive in IPV t.est., 15 in MRL and 17 i11 11BR. In the 
case of P. mult.ocida, ~ were Pc•sitive in IPC arod MRL tests 
and none iñ AER:--ÑO-St.at.ist.i·=al di fferences wer12 fc11.md among 
the three c-.ssays. Culture supernat.ant.s fr1:1ro c•ne F"C•s1 t.1 ve and 
one negative t.o'.dn st.rain of eitt·1er 'ª·· Qr:QtJi;b!'ª§J:~t!~ª and !. 

ID!J!!:Qf;jffg were ti::st.ed fc•r ci tc•tr:1>·:1c effect. eon M[)E.n:, VERO and 
PK-15 cell lines. 12 .. Qt.:Q!'.!Sbia§e!:is;i posit.ive strain showed 
severe cytotoxic e:ffect or• MDBK, moderate: 011 VERO and l i9ht 
on PK15. P rnul t.ocida posi ti ve st.rain showed rnc•derate 
cytotoxic effe~;::--;;;:;-¡;¡BfiK and light. on VERO ar-1d Pk-15 cell 
lines. The sarne fo1.u- st.rcdt1s rnent.ic•ned above weri:a studied for 
t.he presence of plasrnids; cw1ly. P. multocida t:.oxin posit.ive 
st.rain showed one of 5. 2 Kb. An :;tteMPt-;;;~-iñada t.o repr·oduce 
atrophic rhinitis like lesior1s in rnice irofected with a B. 
!2!.:QO!;bi§~eii~ª aerosc•l. Bact.eria act.ively. 111ult.iplied ir1 l•.tn95. 
and collld also be recovered frc•m nasal washingis; high 
mc•rta l i ty and body we i ght. 1 ost. was obs..,rved, h<:>wevwer 
turbir1ate bones atrophy was nc•t. det.ect.ed. 
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1. INTROI>UCCION 

1.1. RINITIS ATROFICA. 

1.1.1. Dtlfinici6n. 

Es una enfermedadad del cerdo caracterizada por atrofia 

en los cornetes nasales, ha sido reconocida desde hace casi 

150 al'los y fué descrita como "Schnuffelkranl(ei t " en Europa 

Central CFranque, 1830). La rinitis atrófica <RA> es una 

enfermedad infecciosa y cont.agiosa, arnpliarnente distribuida 

en la población porcina caracterizada por atrofia en los 

cornetes nasales y en casos raros, ramificación hacia el 

premaxiliar nasal o el hueso maxilar·. Los cornetes ventrales 

inferiores son 1 os que se enclientran afectados miis 

comunr:a~nt.e. Er1 brotes moderados. a sev.at"c•s, pi.4ede obso:rvarse 

ciertr.• grado de dist.orsión facial e incluyendo braquignatia 

SUP•>rlOr "mandlbula cort«" y desviación lateral del morro) Y 

ocasionalmente hemorragia nasal <Leman y cols.,1981¡ 

Smith,1980). 

1.1.2. Distribución e Importancia. 

La Rinitis Atrófica, es una enfermedad de distribución 

mundial CPedersen y Ell ing, 1981>. Se reportó en Estados 

Unidos de Norteamérica CDoyle y cols., 1944> y en Inglaterra 

(Anon, 1954) siendo subsecuente•ente reconocida en otras 

~reas del mundo que cuent.an con una producci6n imPortant.e de 

cerdos. ·La condiC:ion precisa de la atrofia ha sido debatida 

activamente en este siglo y su entendimiento t.odavla permence 

incompleto. Se ha dicho frecuentemente que la t'initis 
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atrofica, lleva un retraso en el crecirnie11to de 

aproximadamente 5 Y., aunque en Japón se ha encontrado hasta 

un 10)( <Leman y cols,1981). Existen otros reportes donde el 

retraso de crecimiento es muy poco o no lo hay, a~n en 

animales con rinitis at.r6f1ca severa <Schofield, 1956; 

Pearce, 1967; Straw, 1984>. 

1.1.3. Influencia Allbiantal. 

La rnayor frecuencia de esta enfermedad esta dada en dos 

estaci.,nes del ario, primavera e invierno. El estres aumenta 

la severidad de las lesiones de los cornetes· nasales, además 

de ot..ros factores ambientales qlle influyen en la presentación 

y severidad de las lesior1es. Los factores mios signi ficat.ivos 

que agravan la enfermedad son la mala ventilacion e 

irritación de la mucosa nasal por materia particulada 

suspendida en el aire <Martineau, 1982>. La frecuencia con la 

que se infectan los cerdos en las 4 primeras semanas hasta 

las 10 samanas de edad es· cerca del 55-95X, del 5 al 6 mes 

de edad del 30 al 35X y del 8 al 9 mes de edad del 20 al 25): 

<Runnels, 1982>, 

El mal manejo, el hacinamiento y el medio ambiente 

desfavorable llevan a un severo retraso de crecimiento, estas 

condiciones generalmente se presentan en sistemas intensivos 

de producción, cuando los cerdos estan confinados en 
1 

lugares peque~os. En construcciones pobremente ventiladas 

Smi th v Giles, <1980) y Penny, <1977> identificaron algunos 

factores ambientales que tienden a predisponer la severidad 

de la RA1 



Incr&11ento 

Pequef'las y cerradas 

Expansión de la piaras 

Alta proporción de lecho­
nes 

Destete en grupos. 

Frecuencia de movimiento y 
mezclados. 

Sistemas intensivos internos 

Hacinamiento 

Ventilación pobre y 
temperatura no controlada. 

Higiene pobre, Poca desin­
fección. 

3 

Piaras grandes y abiert.as 

Tamaf'lo estático de las piaras. 

Principalmente cerdos viejos 

Destete en camada. 

Poco movimiento y no mezclados 

Sistemas abiertos 
2 

Baja carga animal por m 

Buena ventilación y control de 
te111Perat.ura 

Buena desinfección e higiene 

l.1.4. A9entes Etiológicos Involucrados. 

Se han realizado muchas investigaciones dirigidas a la 

definición precisa del o los agentes microbiológicos 

responsables de la RA. Mientras algunos factores pu.soden 

influir la severidad y expresión cl!nica de la enfermedad. 

Se ha establecido.que la condición primaria es de caracter 

infeccioso, más que· un desorden nutricional (Brown y 

cols.,1966). 

Se ha sef;alado la posible asociación con agentes 

infecciosos tales como: tricomonas (Switzer, 19311, virus 

<Switzer y Cuyer, 1960; Edington y cols., 1976) y Micoplasma 

(Switzer, 1955; Gois y cols., 1977 >. sin embargo, solo dos 

bacterias han sido consideradas de importancia que son e .. 
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desarrollar la atrofia experimental de los cornetes nasales 

de cerdo y raton, cuando han sido inoculados·cultivos puros 

por vla intranasal <Sawata y Kume, 1982; Semjén y Magyar, 

1985; Montaraz, 1986 y Switzer, 1988>, 

La RA se ha asociado a las t6xiroas de E... IDY!!;:gs;.i.9.!!! Y f!.._ 

reportadas corno responsables del cuadro 

rinitico, < Roop y cols., 1987). Un grupo de investigadores ha 

demostrado que los cerdos inoculados desarrollan 

frecuentemente en los primeros dlas de vida, atrofia leve de 

105 cornetes y que en cerdos de más edad se desarrollan 

lesiones m:is severas <Lemaro· y col s., 1981>. Se ha ob!liervado 

en cerdos lactantes es la presencia de la RA puede resultar 

de una irofecci6n mixta de cepas toxigénicas de Eª3!::~Y!'.!Ülª 

ID!J!!:gs;.!9ª v f!grf!~!~!!ª QJ::gos;b.i.gge!;:.i.s;ª <Whittlestone, 19811. 

Se ha discutido mucho.el que!! ... Q!9!'.!fb.!!rne!::.!s;ª sea el agente 

etiolcgico primario en la atrofia de los cornetes de los 

cerdos en el campo <Swi t:zer y Farr ington, 1972>. La invasión 

secundaria por otros microrganismos como E ... 
lleva a cabo despues de una irofecci6n por f¡.._ 

!!JyJ!gs;!f!J!!, se 

Q.rnos;bi3~e!-is;J!! 

<Martineau,1982; Runnels,1982), siendo muy importante para el 

desarrollo e intensificación de la rinitis atrófica, 

<Gois;l983; Harris y Switzer,1968; Nielsen, 1976; Schoss, 

1984). 
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1.1.5. Modo de Infaccion. 

La principal forma de transmisión de la enfermedad de 

cerdo a cerdo, es por medio de aerosoles infectados, los 

cerdos expuestos pueden desarrollar rinitis catarral, 

faringit~s y otras alteraciones antes de producirse rinitis 

atrófica <Harris y Switzer, 1968; Martineau, 1982). 

1.1.6. Patogenia de la Rinitis Atrófica • 

• Recientemernte se han encontrado en f._ 1!!Y!!<21;;!g!.tipo "I>" 

º!QD!;biá~e~!S! la producción de dermonecrotoxinas 

capaces de producir lesiones severas en los cornetes nasales 

<De .Jong, 1980; Schos y Thiel,1984; Nakai y cols.,1985>. Las. 

cepas de tipo "D" que producen la 

.dermonecrotoxina l>NT(+), colonizan la nariz de cerdos 

<Rutt.er, 19831. La inoculacion intranasal de la toxina de f.:. 

m~!~QS!gg en cerdos gnbtobioticos, ha provocado la atrofia 

marcada de los cornetes (Martineau, 19821. 

l>uncan y cols !1965 y 1966), ut.ilizando la tincibn de 

anticuerpos fluorescentes, encontraron en cerdos 

QtQOSbiá~e~iSª sobre el epitelio de los· cornetes nasales y 

en la tráquea. El organismo no parece invadir el tejido 

subyacente. También se ha encontrado que esta bacteria, 

modificó los cilios de la mucosa nasal. Una evaluación de los 

osteoblastos y osteocitos del hueso de cerdos infectados con 

mostro dister1s.ion del reticulo 

endoplámico, de las mitocondrias y lisis celular <Fetter y 
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col s., 19751. 

Se ha encontrado una variación en la patogenicidad de ª"­
!l!Q!'.!Sb.il!i!!E.!<.isª aislada de las secresiones nasales de cerdos, 

considerados libre de la enfermedad clinica <Little, 1975). 

Inoculaciones intranasales en cerdos, gatos, cor1ejos y ratas 

han producido atrofia de los cornetes nasales en forma 1 igera 

y moderadA IRoss y cols., 1967>. 

Otros estudios muestran que E ... !!!\.!UQi;;i~i! toxigénica es el 

agente pri•ario en el desarrollo de la rinitis atrófica 

provr•siva, que presenta lesiones de moderadas a severas, es 

per•an9flte y af9Cta a la producción porcicola. Estas lesiones 

tallbi•n •• han observado cuando las dos bacterias han sido 

inoculadas intranasal11er1te a cerdos jóvenes. Al respecto 

cuando fuet·ón inoculados los cerdos con cultivos Pliros de f.._ 

1!!1.!l15!Sis:!ll tipo "D" la bacteria se adhirió al epitelio nasal, 

debido a la infección previa de ª"- Q(QOSb!a!!et!Si!• las 

lesionas fueron muy severas en los cornetes con desviación 

del morro <Maniats y Johnson, 1980; Rut.ter y Rojas, 19821 

Pedersen y Barfod, 19811 Rutter, 1983). 

Los autores que han trabajado la hipótesis sobre la 

atrofia progresiva, sugieren que el da~o de la mucosa nasal 

en cerdos jóvenes es provocada por ª"- Q!QD~bi§!!e.l<.iSª• en 

adición a los irritantes que se encuentran en el medio 

ambiente u ot,-as infecciones <Gois y cols; 1983). 



1.2.1. Caracterlsticas 

~!Q!!.Sb.ia!!!e.Us;.11 • 

1.2.1.1. Clasificacion. 

Generales 

7 

de 

ªQ!:Q'ª!;:'ª!!ª Q!:QtlGbia'ªet:!s;ª fué aislada e identificada como 

ªªs;i!!Ya Q!:QtlGbio;ªnia por Ferry por primera vez en 1910. Este 

nombre fue seleccionado porque se· aisló del t.ract.o 

respiratorio de perros. Después organismos con 

caracteristicas idénticas fueron descritos y aislados del 

tracto respiratorio de cuyes, monos y humanos por Ferry, en 

1912-1913. El organismo fue reclasificado varias veces, 

0!Gª!i2@!1@§ Q!:QOGbia@el;:!s;Y§· Bergey (19251, ª!:YG@!!ª 

Q!:Q!'.lG!:!ia@e!!Gª' Topley y Wilson <19291, 0!s;ªli9@!1@§ 

Q!:Q!'.!G!:!iG~oia· Haupt. < 19351, Y t!ª@m2ebi.!.Ya Q!:Qtll:bia@et:!s;Ya• 

Wilson y Miles <19461. Estas clasificaciones se realizaron en 

base a la morfologia, crecimiento y caracterlsticas 

bioquimicas. Pero su nombre actual fue dado cuando Moreno­

López describió el género ªº~9@!@!!ª' en honor a Jules Bordet 

por ser el primero en aislar el organismo <Pittman,19741 y 

encontrando que las tres especies de ªQ!:Q!ii!!iillª son patógenas 

para los mamlferos. 

1.2.1.2. Hllbitat. 

En cerdos ª._ QtQ!'.!<;!:!ia@e!iG!! se aisló por vez primera de 

pulmones neumónicos <Thorp y Tanner 1940; Phillips, 19431 y 

aunque este organismo es patógeno ocasional en las 

bronconeumontas primarias de cer·dos· jÓvenes, puede también 

actuar como un patógeno del tracto respiratorio inferior en 

animales viejos. Esta bacteria fue aislada primero de la 
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cavidad nasal por Switzer en 1956, quien demostró la 

habilidad este or9ar1ismo para inducir cambios 

hipoplásicos Catrofia) en los cornetes y consecuer1temente se 

le consideró come• patógeno primario en la rinit..is atrofica. 

1.2.1.3. Morfologta. 

ªQr.Qfit!°.~!.!ª l;!r.Qn.;tl!.fü~eHsª es un cocobacilo , no produce 

esporas, pleomórfico, en crecimiento sobre medio sólido, se 

presenta principalmente o;,n forma cocoide, de un tamarro de 3. O 

Por 0.5 um a 0.4 x 0.72 um a 0.5 x 0.4 um1 algunas formas 

filamentosas tienen en promedio Un tamaf'ío de 0.4 X 8.0 um 

<Ritcher y Kresv, 1967), presenta motilidad positiva, por 

flagelos per itr icos. Estudios con microscopia electrónica, 

han mostradc• flagelos, en donde se puede observar una triple 

hélice cc•n dirección a la izquierda teniendo un Promedio de 

d1.1metró de 13.9 mm CLabaw y Mosley,1955; Goodnow, 1980). 

1.2.1.4, Caractarfsticas de Cultivo. 

La identificación de ª~ ~r.Qosbi~~e~isª de aislamiento 

pr irnar io, se ha report.ado como mi-s di flci 1, que las cepas 

mante..~idas en el laboratorio. Cuando est.as bacterias crecer1 

sobre agar sangre 

desarrollando un 

aprox imadamen·te. 

las colonias suelen ser hemoliticas 

promedio de diémetro de 0.2 mm en 2 dias 

Sin embargo Simpson y Simmons Cl976), 

'reportan un aislamiento de cultivos primarios en muestras 

.nasofaringaas, las cuales produjeron colonias no hernoli ticas, 

no caracteristicas pero que correspondian a 
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Las colonias de ~... QrQ!!:!>hi.§.!le!<ls;-ª sobre placas de agar, 

son caractel'"isticas y de a5pecto rugoso o lisas. A las 

color1ias lisas se les ha designado como de fase I y son 

virul.entas y las colonias;;; rugosas como de fase IV Y son 

aviru lentas <Par her, 1976). Nakase (1957), designa como de 

fase a las colonias lisas; que: son patógenas para el ratón, 

como de Fase IV a las coloni .as rugosas que no son virulentas 

para el ratón. La f;,se 1 -es e:xtre111adamente inestable y se 

tra11s forma rápidamente a fas..e II, III y IV. La fase III se ha 

encentrado asociada con an9tlgeno1 capsulares o ant1genos 

so111•ticos o bién con ambos, La fase IV ó colonias rugosas, 

·han sido consideradas como <fe Fase III celular y a Jas que 

les faltan t'Anica111ente los anc lger.os flagelares. 

1.2.1. ~. Antl941nQs. 

Los miembros del gér>ero ªQ.t:sl!!l!:!!l!!ª poseen 

caracterlsticas anttgénicas =slmi :lares, cada especie posee un 

Anttgeno O somático termoe5:tab:J.e, una dermonecrotoxica 

termo! ábil y un aglutinógeno t:-ermolilbil com~n, ( Ferry,1918; 

Eldering, 1942; Hoiby y cols, _ 1976; Olsen y col s., J 976), sin 

embargo cada especie t.Jer-wn un aglutinógeno especie-

especl Fico y otros 10 aglutl~Cigenos estoan presentes en las 

tres especies <Pittman,1974). Las diferencias de estructura 

morfo!Ogica y antigénica se delt:Jen a la fase colonial y fueron 

medidos con slleros monoespecliflcosi los resultados indicaron 

que !;!L t!C~!l~l.:!il!.ge!<:i.~ª' puede se.r d:i. vid ido en tres fases lisas 

y una Fase rugosa. Las células l :i. sas fase 1 y 2 poseen un 

anttgeno idéntico L <capsular -tennolábil >, ant1genos, H, S, 



10 

(de superficie. termoestablesl y antlgenos O ,O y O • Las 
1 5 7 

células de la fase III , fueron divididas antigenicamente en 

tres grupos más, fase III-1 lant1genos, H, O y O l y la 
1 7 

fase III-2 <antlgenos H,05 y o ) . 
7 

Las células rugosas de la 

Fase IV poseen 1.'m1cament.e o 
1 

y o 
5 

Las propiedades 

de nutrientes usados para su crecimiento y por el n(imero de 

pases seriados hechos en el laboratorio en medios de 

creci11iento. Además cepas de laboratorio han fallado en la 

aglutinación con suero preparado contra cepas aisladas 

frescas;. Un antigeno (Prote1na de membrana de 68 Kdl de !h. 

bJ:Q!'.lSbü;ge!.ü;~. fue identificado mediante el uso de un 

anticuerpo mor1oclonal que reconoce dos deter111inantes que no 

cruzar. entn;, si. Est.e anticuerpo también reaccionb con 

prot.e1rias homologas 

de otros géneros de bacterias <Montaraz y 

cols.,1985). 

1.2.1.6. Enzi•as v Toxinas. 

Todas las especies de fü;!!:Q§ll;;§l!!ª sintetizan por lo rnenos 

ur1a toxina, la cual es similar qu1mica y biológicamente al 

lipopolisacérido de ot.ros Gram negativos !Evans y Mai, 1939; 

Maitland y Maclennan,1960!. Además de una tóxina t.ermolábil, 

preparada a partir de extractos libres de ª~ ~!:QQ~Uia§leti~ª Y 

ª~ efli::tYláailá que ha resultado ser t-bxica en cuves y en 

ratón, produciendo lesiones dermonecrotóxicas, cuando la 

toxina es inoculada intradérmicamente a estos animales. 
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Cuandc· la toxina fue inoculada intravenosamente en conejos, 

inicialmente ~e indujo una hiperglicemia, con posterior 

hipoglucemia y acabando finalmente ero la muerte. El factor 

inductivo a hipo·3lucemia fue reducido o eliminado, cuando se 
o 

calentó la toxina a 55 C I 30 mins. e Oddy y Evans,19401. La 

toxina fue sensible a la formalina, no fue antigénica, y 

perdió la potencia después de la filtración através de un 

filtro-Seitz-E-R. En contraste, Evans (1940) encontro que !!.., 

~CQOSbi§~etis2 formalinizada fue antigénica y una antitoxina 

.ast preparada bloqueó la tóxina de @... ~C9!JsbiawetiS!· ade••s 

de neutralizar a las tóxinas de todas las especies de 

Se ha descubierto una gran actividad de 

adenilatociclasa en cultivos en fase I en las tres especies 

de @Q!:~§i@!!!• que liberan esta enzima al fluldo, excepto D ... 

e@ci~aaia• que produjo más actividad intracelular <Endoh y 

cols, 19801. Cultivos en la fase III de estas especies no 

tienen actividad enzimatica extracelular e intracelular. Han 

sido descritos 3 tipos de a9lutinógenos en !h. t?!:Q!:!Sbia@e!<isª 

Y son los siguientes: antígeno flagelar II, anttgeno O de 

superficie y un antigeno termoestable <Elderin9,l9421 Lautrop 

son inmóviles, carecen por lo tanto del .. ant1geno H, pero las 

tres especies de ªQ!:~@i~!!ª' tienen un anttgeno O compartido 

similar, y una tóxina anti9enica, termolábil, hemorrá9ica < 

Eldering, 1938). Cada especie mostl'.ó un anttgeno K mayor 

diferente, con variaciones en los números de antigenos 

parciales K <Anderse,19531. Un total de 14 antlgenos K, han 
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sido encontrados ero las tres especies de !lQ.t:f!ll:!<!l!!J!· 

1.2.2. Participacion· de D2rf!g:!;;g!!ª Q!QOSb!áge~!sª en la 

Rinitis AtrOfica. 

La bordetel los1s y la RA han sido estrictamente ligadas 

en rni..tchlsimas ocasiones corno virtuales sir1éiriimos (Ogata y 

cols, 1970; Switzer y Farrin9ton, 1975; Switzer, 19811. Una 

parte sustancial de est.a opiniór1 se sos;tiene en el oeste de 

Europa Y de una manera extensa y precisa se ha involucrado, 

este microorganismos en la RA <Doroe, 1975; DeJohns y col s., 

1976; Tornoe y cols, 19761 Giles y cols, 1980; Woodmins, 

19801 Pedersen y Barford, 1981; Rutter, 19811 Whittlestone, 

1982). Aunque esta opinión es variada en cuanto a la 

naturale;:a e><acta de esta relación o asociación. 

Est.e microorganismo esta asociado con infecciones 

respirat.c•rias en animales, particularrnet~te RA de cerdos 

Chang y cols.,1975; Bermis y Appel,1977>. Esta enfermedad 

esta caracterizada por atrofia de los huesos de los cornetes 

nasales, pneumonia 

éols.,1987; Pedersen 

y crecimiento 

y cols., 19801). 

retardado CF09ed 

La prevalencia de 

y 

!l ... 

Q!QOr-b!áge:!;;!~ª es muy alta en la poblacion de cerdos de .los 

paises con una alta productividad. Estudios en los Estados 

Unidos en el cultivo de muestras nasales de cerdos jóvenes 

se ha demostr&do en el 25 al 54% de los animales (Ross y 

Harris, 19691 y en cerca del 11% de los cerdos adultos 

CFarrin9ton y Switzer, 1977 y Jenkins y cols, 

resultados de las· estimaciones en el oeste 

muestran una alta prevalencia CCameron y cols., 

1977>. Los 

de Europa 

1980). En el 
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Este de Inglaterra en los cerdos de engorda, se est.imo que 

el 49;; de Jos mismos cerdos alberga el microorganismo !Anon, 

19541. 

La transmisi.ór1 de º-'- Q!:Q!J!:!:!i§@e!:isª de cerdo a cerdo es 

por aerosoles. La alta prevalencia de la it~fecci6n en cerdos 

en desarrollo, sugiere que la tra11smisión puede ocurrir en 

cualquier edad, pero es m:.s probable en cerdos jovenes 

suseptibles, en los cuales se produce una activa rinitis, 

con estornudos, por lo que la enfermedad puede distribuirse 

rlipidamente !Slnith y cols, 19821. Los factores que 

predisponen a la infección pueden ser· diversos pero el m~s 

importante parece ser Ja edad; la· h•bilidad del cerdo 

lactante a resistir la infecci6r,, depende no unicamente del 

desaf to, talllbi~n del grado de protecci6n pasiva 

proporcionado por la cerdas que se encuentran infect.adas en 

la piara (fü1iles , 1981). 

Las observaciones sobre la enfermedad e>:perimental son 

numerosas, ast como los efectos cllnicos y patol6gicos de la 

infecci6n estan bien documentados. Esta bacteria ha sido 

ampliamente aislada de cerdos jóvenes con rinitis atrófica en 

brotes de la enfermedad, en cerdos con neuomonta 

animales sin signos cltnicos de la. enfermedad. 

y en 

Este 

microorganismos también es un patogeno.Pot.encial en otros 

mami feros, incluyendo perro, gato y ratas !Good!'º"'• 1980). 

La patogénesis de º-'- Q!:QO!:!:!ia§e!:iS! en la cavidad nasal 

ha sido estudiada .en detalle, 

naturaleza y el efecto de 

particularmente en cuanto a la· 

los factores tóxicos del 
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organismo y el dal"lo osteoblastico producido en el desarrollo 

del hueso. Sin embargo el mecanismo preciso por el cL«ll el 

microorganismo produce las lesic•nes en los cornetes 

permanece inciert 1:r. 

Se considera·q1.,e la colonizaciór1 de ¡¡_,_ Q!'.2!'.!f;b.i.?:~el;.!.!;;i! en la 

cavidad nasal ocurre por adher~ncia del rnicroorganis¡¡o, este 

se une preferentemente a las células de los epitelios 

ciliados <Yokomiz•-' y Shirnizu, 1979>. Esto es seguido por la 

multiplicación de la bacteria sobre la superficie de la 

lllUCOSa y producción de cambios inflamatorioli> 

Proliferativos y degenerativos en el epitelio nasal, 

inclL1yendo la perdida de cilic•s (Duncan y cols, 19661 

Edingt.c•n y cols, 1976) El organismo no es considerado un 

invasor de tejidos profundos, esto supone que en la mucosa 

elabo1·a un factor agresivo o una toxina que se extiende al 

tejido oseo de los cornetes y es responsable de la 

osteopatia (Han·is y cols, 1971>. 

Extractos libres de células en fase I de esta bacteria, 

contienen una toxina termolabil, dermonecrotóxica, que es 

probable11ente un factor importante en la pat.ogénesis. Cuando 

este extract.o fue inoculado intranasalmente en cerdos, 

desarrollaron lesiones nasales similares a la RA (Hanada y 

col s., 19791 Nakase y c~ls., 1980>. Existen algunas 

variaciones en la toxigenicidad de las diferentes fases de !l~ 

Q!:Q!'.!Sbi§~e!;iSi! aisladas de cerdos; cepas en fase I son mas 

toxigénicas que las de fase III CRutter y Col l ins, 1983), pero 

aparentemente no existe diferencias entre las cepas de las 
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piaras con y sin RA <Rutte1· y col s., 1982). 

Por largo tiempo se ha considerado (Schofield y Jones, 

1950) que una osteogenesis deficiente, en lLViJar de una 

osteolisis ma1·cada, es el 1mecanismo fundamentalmente básico 

en el desar.-ol lo de la hipolasia de los co.-netes en cer·dos 

Observaciones ultraestructurales tienden a jóvenes. 

confirmar esto, los estudios han revelado que los 

osteoblastos <en el interior del periosteuml, son las celulas 

donde ocurren las anormalidades en la rinitis hipoplAstica 

ind•1cida por §.._ 

Silveira v cols., 

Q(QDfbi~~e~if~ CFetter v cols., 1975; 

1982>. Se PresUllle que el factor tbxico o 

t6xicos liberados por el microorgan.i..o pueden inducir estos 

cambios en lc•s osteoblastos diferenciados, la actividad de 

fosfatasa alcalina en los huesos de los cornetes se presenta 

disminuida en 4 dl.as después de la infección experimental con 

la bacteria Esta actividad enzimatica se incrementa 2 

sernanas después de la infeccibn , sin embar90, 

factor toxico sobre los osteoblastos es de 

la accion del 

duracibn mas 

limitada que la persistencia de la infeccibn (Silveira v 

col s., 19821. 

En 1975 Switzer demostró que la rinitis atrófica se puede 

inducir en el laboratorio, por medio de cultivos puros de 

la bacteria aplicada a los cornetes nasales, el papel 

primario de la ~~ Q(QD~biá@e~i~~ en cerdos no fue sin 

embargo completamente aclarado. Durante el siguiente año 

Switzer fue apoyado por otros investigadores alrededor del 

mundo <Brassine y col s., 1976; McCandl ish y col s., 1.971¡; Tornoe 

y Nielsen,1976l. 
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El papel de E!:. l2!:S!Ofbi~ge!:i~ª como pat.Ogen..:• pr irnario en las 

infec:ciones respiratorias en animales de laboratorio ha sido 

Ya aceptado <Fisk y Soave, J973l. Las lesiones 

dermonecrótox1cas prodw:idas por Ja [>NT, asi coma las 

reacciones adversas sist.ématicas, han sido observadas en 

animales de laboratorio, despL•és de inyectar la tóxina. 

Las observaciones realizadas sin embargo solo permiten 

especular que la toxina esta involucrada en los mecanismos 

patogénicos involucrad•::>S en la atrofia inducida por t!:. 

&!rros;b.ili!le!:.iS:.i! en los tejidos de los cornetes r1asales de los 

cerdos CSkelly y cols.,19801. 

Recientemente, un investigador realizo estudios in Yi~g. 

usando un extracto sonicado libre de células de f!.:. 

!?r:gos;bi!~l?!:is!!• este fue inoculado ir1tranasalmente en cerdos 

jóvenes que se observaron durante 60 dfas, y se encontró una 

variación en la fragilidad de los cornetes nasales de los 

animales tratados. 

componente endotb>cico 

inocular la parte 

El extracto fué fraccionado, en un 

y uno dermonecrotoxico t.ermolébil. Al 

endotoxica a ratones jovenes, no 

desarrollaron lesiones de atrofia en los cornetes nasales, 

mientras que si se desarrollo una severa atrofia de cornetes 

nasales con la toxina dermonecrotóxica <Nakase y cols., 

1985). Harr is y col s., (1971) proponen que 

Ql:QQSbiá~e!:is;ª libera un factor toxico, que altera la 

formación normal del hueso del cornete nasal, el da~o serta· 

producido por la DNT termolábil en Jugar de la endotoxina, 

ademas de otros factores tóxicos que son prodL•cidos por. la f!:. 



También se ha demostrado que 

intravenosa de hist.amir1a9enos, con 

la 

ª'" 
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administración 

ºt:Qni;biá~e~ii;ª, 

prc•duce un incremento sigroi ficativo en el g1·ado de descarga 

de receptores irritantes en el pulmón. Este estudio sugirió 

que e>:iste un factor sensible a la histamina es prc•dL1cid¡; por 

laª'" e!:QOSb!a!ilei!Sª CDixon y cols., 1979). 

Otros autores, infectando a ratones lactantes de 2 a 5 dias 

de edad por via intranasal con un cultivo de 

obtuvieror1 lesiones histopatol6gicas 

semejantes a las ocasionadas por la rinitis atrófica CSawata 

y KumE., 1982; . Ma9ya1· v cols, 1984; Magyar, 1987). Pór otro 

lado taMbién se detectó una disminución en el peso de· los 

bazos; de los ratones infectados y por ültirno, ratones 

lactantes <!Lle fueron inoculados con ª'" e!:Q!JSbia!ilei!Sª por v!a 

intracerebral o intravenc•sa murieron. · ( El ias, 1985; M¡;9yar, 

1987). 

1.2.3. Estudios de Inmunidad en ~Q!:g!ili!il!!ª Q!:QOSbia!ilei!Sª• 

Las bacterinas que se han ut.i 1 izado de i:¡._ Q!:Q!'.!Sbia!ilet!Sª• 

p¡;ra prevenir la distorsión facial y la ¡;trofia de los 

cornetes nasales, solo han mostradc• que disminuyen la 

infección en la membrana nasal <Hanada y 7ols., 1979J. Harris 

y Switzer (1969J, no pudieron inducir resistencia nasal, 

contra una infección con §~ cerdos 

vacunados por via intramuscular, con una bacterina a base de 

células completas y sin adyuvante. En estudios posteriores 

Harris y Switzer Cl972l demostraron que reduce la infección 
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nasal en cerdos vacunados subcuta11eamente con otra bacterina 

a base de células sonicadas. 

La· prevención de la infección de la mucosa del t.racto 

repiratorio por la ª:. t!!'.QQ<;;!:!!.§!le!=:ii;;!l (pulmón, loragL1ea, o 

cornetes nasales>, parece ser depende.- de la inhibición de la 

adhesion v colonizaciOn por la bacteria. Se cuenta con 

pocos report.es de una infección septisémica, la inhibición 

de estas infecciones parece ser dependiente de una actividad 

local izaidil de aglut.itünas, ar1titoxinas humorales o factores 

celulares. Los Preparados de antf 9enos de 

han sido administrados en una variedad 

formas, con y sin adyuvante . y Por diferentes vtas de 

administración. Se han real izado estudios de inmuni<;lad co11 

el IJS•) de Ag de!!:. e!l!'.!=:\d§§.i.l> <Harris y Switzer,1972>. Se.han 

usado vacunas de !;l.. tl!'.Q!'.l<;;bi§!le!=:i!:!l viva avirulenta o de 

subunidades, Para inmunizar cerdos, cuyes y perros 

Bercovich Y· Oosterwoud,1977; Pedersen y Barfod,1977; Goodnow 

y cols.,1979; Giles y Smith,1982>. 

Las células completas inactivadas guimicamente de ª~ 

.tl!'.!2!'.l<;;bi!!i!lel<i!:ª• con adyuvante completo de Freund o hidroxido 

de áluminic., han sido uti 1 izadas e>dtosamente para inmunizar 

cuy es contra la muerte, pero no de la bronconeumonía, 

resLll tante 

laboratorio 

Smith, 19821. 

de una infección natural o inducida en el 

Ganaway,1965; Little,1975; Fitzi,1975; Giles y 

Con el uso de un anticuerpo monoclonal se ha identificado un 

ant.igeno < una protelna de membrana de 68 kd) presente en .!l~ 

!?rnni;;b.i?!ile!i.!;-ª Y también en -ª~ e~.r1Y3.§.i.§ Y !h esr:l!elllr:!Y3.§.Üi• 
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Este anticuerpo protege a ratones de la infección por aerosol 

con §~ QCQn~b!2~e1i~ª con mortalidad reducida y lesiones 

leves en cornetes. El antigeno de membrana de 

QCQn~bi2~e1i~ª se purifico por cromatografia de afinidad y 

se evalL1ó al inmunizar ratones <iue fueron desafiados, 

intraperltonealmente y por aerosoles con 

La inmunización con el antlgeno de 

~~ ~~2a~bia~e~i~ª· 

68Kd en adyuvante 

incompleto de Freund, redujo significativamente los niveles 

de mortalidad en los ratones desafiados intraperitonealmente, 

En el modelo de infección por aerosoles, la inyección del 

11nttgeno 68kd con adyuvante cOt11Pleto e inco11Pleto de Freund o 

con saponina redujo las cuentas bacterianas en el pulmón de 

los ratones desafiados infectados. Estos resultados sugieren 

que la proteina 68kd puede corresponder a un antigeno de 

protección para F~ QCQ!)l;DÍ~ge1!~ª (Montaraz y cols.,19851. 
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1.3.1. Caract•rlsticas Generales de f~ IDYl!:2¡;igª 

1.3.1.1. Morfologla. 
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Cuando ~ .. !!!Y!!:QGi.Qª se aisla de los animales qt1e murieron 

por la infección, se observa como un cocobacilo peql4ef'io, 

aproximadamente 1.0 um de longitud y 0.5 a 0.8 t1m de ancho. 

Son bacterias gram negativas e inmbviles, sin embargo, la 

morfologla de estos microorganismos es variable ya que si son. 

aislados del tracto respiratorio superior de animales 

cllnicamente sanos se observan como bacilos relativamente 

largos, que miden aproximadamente 5 um de longitud y 1,0 um 

de ancho <Buxton y Fraser, 19771 Nicolet, 1985>. 

1.3.1.2. Antf941nos • 

. Las caracteristicas antigén°icas de f.. my!!;;gs;i!;!ª han sido 

deterrn111adas p·or estt1dic0s lmnunol69icos empleando pruebas de 

hemoagluti11aci6n indirect.a, de autoaglt1tinaci6n en presencia 

de acr·i flavir,a 'I de inhibición de la formac.ibn capsular por 

hialuronidasa. Mediar1te estas pruebas se han encor1t1·ado 

diferencias entr·e tipos de esta especie, caracterizando 

cuatro tipos en bas.e a pruebas de proteccibn en raton, los 

tipos de Roberts: I, II, III y IV, pero si se relaciona con 

antlgenos capsulares son los tipos de Carter: A, B, D y E, 

correspondiendo una y otra clasificación de la siguiente 

manera: I con B; II con A; 111 con E y IV con D. <Roberts, 

19"7; Carter, 1955; Carter·, 1957; Carter y Subronto, 1973; 

Carter y Rundel!, 1975). 

Se han estudiado doce tipos de anttgenos 

denominados del 1 al l2 <Namioka y Murata, 1961>. 

somáticos 

Mediante 
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pruebas de inmunodi fusión y extractos salinos de células 

capsuladas y no capsuladas formalinizadas y calentadas a 100 

C durante una hora, se han determinado diez y seis Cl-16) 

tipos somllticos de e ... origen aviario 

CHeddleston y col s., 1972>. 

1.3.1.3. Toxinas. 

En Europa, se ha demostrado que las pasteurelas aisladas 

de casos de rinitis atr6fica pertenecen al serotipo D, y se 

caracterizan por producir toxinas que se identifican Por 

medio de pruebas biol69icas, COMO la producci6n de una lesibro 

dermonecr6tica IDNTI (ele Jong y cols., 1980); inoculación 

i ntraper i t.onea l a ratones para estudios de letalidad 

(Rutter, 1983) o pruebas de toxicidad en cultivos de tejidos 

(Lastra y Pijoan, 1984>. Nakai v cols., (1986). han 

purificado una toxina DNT+ a partir de extractos obtenidos 

por sonicaci6n de f.._ !!!!J!.!:QS.iflª tipo D (cepas 'SP-72 y 4745al y 

de !!Q.t:9!!.l;!ll!! !1r:gnsb.!!.!!le1.!ss (cepa L3>, las propiedades 

fisicoqutmicas de la toxina de e ... !!!!JHQi;;iflª fueron: PM de 

160, ººº d, punto isoelectrico de 4.7 a 4.8 y reacci6n de 

absorcion a 280/260 nm de 1.89 en relación a 

Q.t:Q!JJ;b.i§!le.l<isª de 190,000 d, de 6.5 a 6.6 y de 1.93 

respectivamente. Esto sugiere que se trata de glicoprotetnas 

que tienen propiedades biológicas y actividades t6xicas 

similares, pero difieren una en pruebas de neutralizaci6n 

cruzada. En trabajos similares realizados por Niels y cols., 

(1986) se encontró que la DNT+ de f.._ ~Y!~QS!~ª tipo D <cepa 

45/78) obtenida de sobrenadantes, tuvo un PM de 143,000 d'y 



concluyeron que resulto similar en cuanto a 

biológica, pero diferente en propiedades 
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actividad 

quimicas, 

probablemente debido a las diferentes cepas de EL !!!YltQ~ÍQª 

estudiadas y a que la sonicacion de un cultivo ero fase 

exponencial pudiera llevar a la liberacion de una toxina 

intracelular activa, pero ya preformada .. 

La caracterización del 1 ipopoli sacár ido (LPS> ·de 

algunas cepas de EL !!!Yl!::Q~!gª (14 tipo A: 11 tipo B: 5 tipo D 

y 3 tipo El, han revelado la presencia de monosacaridos como 

la glucosamina, galactosamina, L-glicero-D-mannoheptosa, D­

gl icero-D-mannotteptosa, glucosa y galactosa, lo que ha 

permitido subdividir esta especie en cuatro tipos qulmicos 

<I-IVl, sin embargo no se encontro una equivalencia con los 

serotipos de Carter <Erler y cols.,,1977>. También se ha 

en·=ontrado en las cepas aviarias una endotoxina (de cepas 

capsul'adas y no caps•~ladasl que se ha relacionado con la 

virulencia en el Col era Aviario <Rebers y Heddleston, 1974>. 

1.3.1.4. Material Extracr~l. 

En México, fllendoza (1985> .. aisló una exotoxina en los 

sob.·enadantes de cL1ltivos de 18 horas: los hallazgos hicieron 

pensar que la fracción de PM de 22,000 d fue la causante de 

la reacción dermonecrotóxica en la piel de cuye <DNT 

positiva). Esta actividad se perdió con el tratamiento con 

tripsina, pepsina y elevacion de temperatura, coincidiendo 

con los resultados de Rutter (1983) y Van der Heyden y cols., 

(1984), además en este trabajo la cepa control de e~ 

!!!Y!!::Q!;i9ª tipo D mostro tener un plllsmido de un tamaño de 
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alrededor de 5.2 Kb en geles de agarosa, esta banda parece 

ser responsable de la presencia CDNT> en el plasmido 

'una reacción dermonecr6to>:ica en la piel de 

que dio 

cuye en 

comparación con la cepa "Cllrada" Ctratada con 400 ug de 

naranja de acridina), 

no mostró 

pérdida 

la reacción 

del material 

no mostró la presencia de plasmido v 

en Ja piel de cuve. Ademas con la 

extracromosomal, se perdió la 

resistencia a varios antibióticos , lo que sugiere que estos 

factores estan en el mismo plasmido. En un estudio en Estados 

Llnidos, en dode se aislaron 58 cepas de E .. !!!!.!l!<Q!i.ÍQª serotipo 

3 de Pavos, encontraron la presencia de plasrnido R, en dode 7 

de estas cepas, se encontrb resistencia a estreptomicina, 

tetracicl inas v sulfonamidas, CHirsh v col s., 1984). También 

se ha demostrado en cepas de f.:. bªg!!!Q!lli.i.i;~ aisladas del 

tracto respit-atorio de Yesi s..tencia a 

tetracicl ina y ampici l ina, codificada en DNA e:.tracromosomal 

CRichards y cols, 1984;Boyce y Marter,. 1986). En otro estudio 

con 5 cepas de E.. bª~!!!Q!~!<i~ª' solo tres de ellas 

presentaron plasmidos medianos con resistencia hacia algunos 

antibióticos CJackwood y cols., 1987>. 

1.3.2. l11POrtancia de Eª§!<§!.!C§!!ª !!!!.!!!<Q!iiQª en la Rinitis 

Atrófica. 

Eª§!<§!.!C€t!!ª !!!!.!!!<Q~iQª es un agente extremadamente comun 

en las neumonias del cerdo. Normalmente, el microorganismo 

esta considerado .como una bacteria incapaz de invadir el 

pYlmón a menos que exista Yn factor predisponente <Ross, 

1984). Sin embargo se ha demostrado que E .. !!!!.!!!<Q~io;!ª es el 
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principal agente involucrado en las "roeumonias crónicas" del 

cerdo CPijoan, 1985>. Estudios microbiológicos y patológicos 

realizados en pulmones neumónicos, colectados de rastros, han 

demostrado 

al proceso 

que una serie de microorganismos estan asociados 

neumónico y los analisis de correlación 

estadística comprueban que e~ my!.!¡2sidª es el unico agente 

responsable de las lesiones severas en la "neu111onla crónica" 

<Morrison y cols:,, 1985J. 

Las caractertsticas biotipicas de f.:. !!!Y!.!i2i;id! aisladas 

de cerdos colllO son: la producci6n de toxinlls, y otras ya 

descritas <Buxton y Fraser,1977> son i11Portantes en la 

virulencia de la •is.a, pero solo en la rinitis atrófica y no 

en las neu.onlas. Se ha dewiost.rado que las cepas de f.:. 

my!.!¡Qi;i~ª que son importantes en Rinitis Atrófica son las de 

tipo D toxigénicas <DNT+>, sin embargo, estas no soro 

patógenas para el pulmón CPijoan, 1985>. 

La flora nasal del cerdo rinttico se compone en un 807. 

de E~ mY!.!¡Qsid! tipo D y 207. de tipo A y mientras que la 

flora pulmonar del cerdo neumónico es 557. de tipo A y 157. de 

tipo D. Se ha demostrado que ésto se debe al comportamiento 

del macrófago alveolar ya que ésta célula es capaz de 

fagocitar rapida•ente a las cepas D pero no a las cepas A, 

aparentemente debido a que las cepas A poseen una espesa 

cilpsula de 

fagocitos is 

acido hialurónico que las proteje de la 

CPijoan, 1985). Por otro lado los rnacrófagos 

alveolares no son susceptibles a la acción de la toxina que 

pt·oducen las f.:. !!Í!.!!.!iQi;i~! tipo D CPijoan, 1984). 

En el caso de la rinitis atrófica, se ha demostrado qL1e 
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la invasi6n secundaria por f::.._ !!!!J!l<QSlQª• se llevada a cabo 

después de una infección con ª"- t!t:Qt:!!Obii:;~el<.!Sª• induciendo 

lesiones rnás severas e int.ensificando el desarrollo de la 

at.rofia de los cornetes, estos estudiós sugieren que E::.. 

!!!ld1Q!OlQJ!> juega un papel importante en el desarrollo de la 

enfermedad, <Pedersen y Barfod, 1981; Martineau, 1982; 

Runnels, 1982; 

toxigenicas de 

Rutter y Rojas, 

e... !l!!!U2i=i9!! 

1982>. Estudios con cepas 

inoculadas después de la 

irritaci6n con ácido acético, han inducido el desarrollo de 

la rinitis atrófica, asociada con la reabsorción inicial del 

hueso y con la falla de la osteogenesis, debido al da~o sobre 

los osteoblastos <Switzer y cols., 1975; Smith y cols., 

19821. Por otro lado,· no se ha encontrado que f:::.. !!!l!!~QS.!d!! 

produzca 

rini t.is 

del hueso 

1984). 

una resp(iesta inflamatoria en el desarrollo de la 

atrófica y si un factor '!Lle estimula la reabsorción 

y suprime la stntesis osteoide <Pedersen y Elling, 

Mediante microscopia electrónica, se ha encontrado la 

presencia de fimbrias en e... !!!l!!!;Qi;;.!<;!ª que se han asociado a 

su patogenicidad, (Comunicación personal Pijoan y Trigo, 

19881. A pesar de esto es dificil de llevar a cabo la 

colonización en las fosas nasales de cerdos sanos con e ... 
!!!Y!1Qi;;i.QJ!, a 

!2!Q!'.l!Obiá!le1!s;!! 

menos 

o que 

que 

se 

se combine 

presenten 

con 

otros 

ªºi:gg1g!!!! 

factores 

predisponentes <Rutter, 1983; Pijoan y Morrison, 1985). 
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1.4. Aerosoles y su l11POrtancia en las infecciones 

respiratorias. 

La diseminación se prodLJce de las infecciones respiratorias 

por los 

producción 

microorganismos inhalados 

de partlculas coloidales, 

y depende 

l lquidas o 

de la 

solidas, 

suficientemente pequel'\as ser capaces de permanecer 

estables en el aire por periodos de ti9111Po relativamente 

largos <Thomson y Gilka,1974>. La generación de aerosoles se 

lleva a cabo a trAvas del reflejo de la tos y el estornudo y 

pueden ser expelidas a la étmosfera •6s de lM'\ millón de 

gotas de lM'\ tama~o entre 1 y 15 um <Gerone y cols.,1966>. 

En el tracto respiratorio, la velocidad del aire es 

suficientemente elevada para formar aerosoles que pueden ser 

inspirados 

menos en 

o expirados durante la 

los animales donde la 

respiración 

longitud 

normal, al 

del aparato 

respiratorio superior es considerable <Gn~y y Thomson, 1971 >. 

El 48X de las partlculas que se generan en la cavidad nasal 

presentan un tama~o que puede variar entre 0.5 a 5 um de 

diámetro, a causa de la evaporación quedan reducidas a lo que 

se ha denominado "Nucleos de Gotas"¡ este tamal'l'o permite que 

puedan permanecer en el aire durante varias horas, antes de 

ser depositadas en el suelo por la fuerza gravitacional 

<Dunill,1979>. Experimentalmente pueden crearse aerosoles de 

distintos tipos y se han clasificadas como monodispersos, 

aquellos en los que la mayorla de las partlculas tienen el 

mismo tamal'\o; polidispersos aquellos que no son homogéneos 

<Mercer, 1973> • 



1. 4.1. Distribución y mecanismos de depbsito de 

parttculas inhaladas. 
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las 

El lugar de deposición depende de las propiedades fisicas de 

la particula, asi como de la profundidad y frecuencia de la 

respiración • Las particulas mayores a 10 um de diámetro son 

retenidas en el aparato respiratorio superior, esto se 

explica por los cambios bruscos de direccibn y turbulencia 

del flujo de aire en los cornetes, laringe y bifurcacibn 

bronquial. L•s P•rtlculas comprendidas entre 2 y o. 5 um 

pueden alcanzar el alveolo y las partículas menores de 0.5 um 

tier1den a ser retenidas en lugares próximos a bronquios 

terminales o bien salir expiradas <Hatch, 1961 l. La velocidad 

del aire va disminuyendo paulatinamente a lo largo de las 

vias aereas, hasta ser practicamente nula a nivel del 

alvéolo, y solo un 10% del vohimen inspirado ras recambiado 

con el volumen residual del pulmón y se considera que la zona 

de reemplazo es minimo en esta zona alveolar !Durnill, 1979), 

y depende de la profundidad y frecuencia respiratoria ,asi 

como de la especie animal, peso corporal y factores 

ambientales !Phillis, 1976). 

Para explicar los mecanismos de depbsito de particulas en el 

aparato respiratorio se se han Propuesto impacto de 

sedimentación y movimiento Browniano. La importancia de 

estos mecanismos dependera del tamaNo forma, densidad, 

solubiiidad, estructlira de la superficie Y tension 

superficial, asi como de la velocidad del flujo éereo Y de 
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las ca.-acteristicas ae.-odinárnicas de las vias respiratorias. 

El irnpact.o OCLH'"re primero en la nariz y vlas respiratorias 

sUperiores, por- est.e mecanismc1 se deposita el mayor r1tunerci de 

partículas y se considera como la fuerza a la que es 

. suspendida y es bruscamente desviada, como ocurre en cornetes 

nasales y bi fl1rcaciones de bronquios ([)uni 11, 1979). 

1.4.2. Aerosoles Bacteri.nos 

La posibilidad de diseminación de una infección bacteriana 

aerógena, esta relacionada con la viabilidad de la bacteria 

en el aerosol, y disminuye con el tielllPO. La disminución de 

la viabilidad bacteriana depende de la fase de crecimiento en 

que se encuentre o las caractertsticas del aire en que esta 

suspendida, como serian: temperatura, humedad relativa y 

especie bacteriana de la que se trate !Goodlow, 1961). 

En experimentos realizados con fª§~gyrg!!ª bªgm2!~~!~ª se 

demostró que la viabilidad de la bacteria soló se afectó 

levemente despues de la aerosolización y los porcentajes de 

recuperación bacteriana mAs bajos se obtuvieron con cambios 

de alta a baja temperatura durante la aerosolización (Jericho 

y cols.,1977). 

1.4.3. lloclelos ExPeri--.tales de r.-oción llacteriana 

Diversas adaptaciones se han realizado para aerolizar a 

grandes especies Y medir su remoción, así como para controlar 

las condiciones de la aerolización: humedad, temeperatura del 

aire, velocidad de flujo de presión del aire y aparatos para 

recuperar las bacterias aerolizadas. Los aerosoles han sido 

ampliamente utili.zados por diferentes autores, para llevar a 
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cabo di versos e>tperimentos, <Beard y Easterday, 1965; Lillie 

y Thomson, 1972: Osborne y col s., 1985; Jericho, 1987; Zinck y 

Val:er, 1987). Los experimentos sofisticados hs llevado 

recientemente a utilizar nebulizadores ultrasónicos que 

permiten controlar el tamaño de la particula y obtener tina 

mayor densidad del aerosol (saunders y Sebunya, 1983). La 

determinación de la remoción bacterianá del pulmón es un 

método "in vivo" que se utiliza par;o medir la velocidad a la 

cual las 

respiratorio. 

bacterias inhaladas desaparecen 'del 

Con este método se puede evaluar la 

tracto 

capacidad 

del pulmón para inactivar las bacterias en él depositadas, 

puede 

los 

calcularse el t1Llmero de microorganismos depositados y 

indices de retención-remoción de bacterias a distintos 

tiempos Como desventaja cabe apuntar que 

este método por s1 solo no puede diferenciar que mecanismo de 

defensa pulmonar esta afectado y en que proporción el aparato 

mucociliar o el sistema de fagocitosis, esta actuando <Lbpez 

y cols.,1976; Janes, 1983; .Tericho,1987>. 

Los fact.ores que det.erminan la remoción pulmonar de bacte­

rias. y con ello el establecimiento de la infeccibn o por lo 

contrario la eliminacibn bacteriana serién : la concentra­

ción y volumén del in6culo, virulencia de la bacteria Y el 

estado de los mecanismos de defensa del pulmón <Green Y 

cols., 1978: Nugent. y Pesanti, (1982). 
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2.0. OB.JETIVOS. 

La rinitis atrófica, enfermedad infectoconta9iosa, 

ampliamente distribuida en la población porcina se 

.caracteriza por producir atrofia en los cornetes nasales asi 

como una baja en los parámetros productivos (Goodnow, 1980; 

Leman y cols, 1981 y Trigo y Pijoan, 1988). En México no hay 

información disponible en cuanto a las prepiedades de las 

cepas de !!._ gr.2ru;!:!i.Ja@1?!;:!~ª y e._ !!Y!!;:~i!;!@ tipo "D" asociadas 

con rinitis atrófica por lo que el pres•nte trabajo persigue 

los siguientes objetivos: 

ObJ.tivo &enerall 

Determinar la patogenicidad, mediante la identificación de 

tóxinas, de cepas de e!!!§Y!'..§!!! 9fil!!9s!9! y !!9!9§!~!!! 

9!'..QOSbiá~e!iS!• aisladas a partir de cerdos con problemas de 

rinitis atrófica. 

Objetivos Particulares: 

l. Encontrar similitud ó diferencias entre las toxinas de 

las cepas de ambas bacterias por medio de tres pruebas 

biológicas como son: Induración y Necrosis en piel de cuye; 

Muerte de raton lactente y Atrofia de bazo en ratones de 21 

dlas. 

2. Indagar si en e._ !!!!:!!!<2~.ü!ª v ª!. !2.t:QQ\;'.b.Í.a!ril?H~ª' la 

producción de las dermonecrotoxinas <DNT> estan codificadas 

en DNA extracrosomal y asi comparar los patrones 

electroforéticos 

extracción. 

en geles de agarosa por medio de su 
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2.0. OBJETIVOS. 

La rinitis atrófica, enfermedad infectocontagiosa, 

ampl lamente distribuida en la población porcina se 

.caracteriza por producir atrofia en los cornetes nasales así 

como una baja en los parámetros productivos CGoodnow, 1980; 

Leman y cols, 1981 y Trigo y Pijoan, 1989>. En México no hay 

informacion disponible en cuanto a las propiedades de las 

cepas de lh. !2r.2osb!a!!eHs;ª v e._ !!!YU2Si!ol@ tipo "D" asociadas 

con rinitis atrófica por lo que el presente trabajo persigue 

los siguientes objetivos: 

Objetivo &enerala 

Determinar la patogenicidad, mediante la identificación de 

toxinas, de cepas de f!!!@Yr@!!! ~!!2s;i.!I!! Y .!k>r~!@Jl! 

QrQ!lSbi!@e!iS!• aisladas a partir de cerdos con problemas de 

rinitis atrofica. 

Objetivos Particulares: 

l. Encontrar similitud ó diferencias entre las toxinas de 

las cepas de ambas bacterias por medio de tres pruebas 

biológicas como son: Induracion y Necrosis en piel de cuye; 

Muerte de raton lactente y Atrofia de bazo en ratones de 21 

di as. 

2. Indagar si en e._ !!!\!lt2s!.ga Y ~.. !2r.2ns;b!.lHlE!t!.s;ª, la 

producción de las dermonecrotoxinas CDNT> estan codificadas 

en DNA extracrosomal y asi comparar los patrones 

electroforéticos 

extraccion. 

en geles de agarosa por medio de su 
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3. Demostrar el efecto citot6>:ico de las toxinas de ambas 

bacterias en diferentes lineas celulares. 

4. Evaluar un sistema de infección por aerosol con 

en ratones y emplearlo para 

desarrollar un modelo e>:perimental de rinitis atrófica. 
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3. O MATERIAL Y METOOOS 

3.1.0 Colección de Muestras en Granjas 

secreción nasal de cerdos de diferente edad (5 d1as, 5 

semanas y 5 meses) de una granja con rinitis atrófica, 

ubicada en Cuauti tlan de Romero Rubio, Edo. de Mex. Las 

muestras se colectaron en forma aséptica desinfectando con 

alcohol al 70% el rodete y las fosas nasales. De cada cerdo 

se tomó la secreción nasal con un hisopo y se depositó en un 

tubo con caldo nutritivo como medio de transporte, todas las 

muestras se almacenaron a 4 C Runnell, 1980>. 

3.1.1. Clasificación de las Ml.Mstras 

La clasificación primaria de las muestras se hizo atendiendo 

al aspecto cl1nico que presentaban los cerdos como: 

estornudos, secreción nasal, dificultad en' la respiración y 

la ·deformación de los cornetes De acuerdo a este criterio 

41 muestras se etiqL1etaron como "Rinitis Atrófica" de 

di fere11te grado y los restantes 20 lechones sin signos 

cllnicos aparentes sirvieron como controles. 

3.1.2. Aislamiento 

Las muestras se sembraron en agar Me Conkey al 17. de glucosa 

y agar gelosa sangre <57. de sangre de bovino V/V), 

o 
incubandose éstas en aerobiosis a 37 C .A las Iá horas y 

observando el aspecto de las diferentes colonias aisladas se 

subcultivaron en nuevas placas de agar Me ConkeY 

sangre (Cowan y Stell. 1974>. 
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3.1.3. Identificacion por pruebas bioqulmicas 

En relación a lo publicado por di versos autores, se determinó 

que las pruebas minimas para la identificación de las 

Tinción de 6ram, oxidasa, catalasa, oxidación-fermentación, 

motilidad, crecimiento en agar Me Conkey, hemólisis en agar 

sangre al 3Y., indol, ureasa, producción de H S, producción de 
2 

Acido a do a partir de glucosa, sacarosa, manito!, rafinosa, 

trehaiosa y arabinosa. También se tomaron en Clienta las 

caracterfsticas menos objetivas como morfologfa colonial Y 

aroma del cultivo CMc Allister y Carter. 1974; Cowan y Steel, 

1974; Carter, 1975; Simmons y Simpson, 1977; Thigpen y cols., 

1978). 

3.2.0. Tipicaci.oo de fi!l!~r~!!i! !!!Y!!9s:.!~· tiPo "D" 

La hialuronidasa testicular bovina se disolvió en solución 

salina amortiguada CPBSl pH 7.2 a una concentración final de 

1000 UI /ml • La solucion se esterilizó por filtraci6r1 con 

membranas Millipore de 0.22 um de diametro. fª§t~Y~~l!i! 

!!!!dltQ!;iQ!! se sembró en aga1- infusion cerebro corazón <SHil, 

en estr1a y en el centro de dicha estr1a se depositó un 

disco de papel de filtro estéril en el se deposit.aron 20 ul 

de la solución de hialuronidasa testicular bovina. Las Placas 

se incubaron a 37 C y la lectura se realizó a las 24 horas. 

Se considero positiva la prueba cuando el a rea de 

descapsulacion, alrededor de la estrla, fue superior a un 

centlmetro C Carter y Rundel!, 19751. 
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Prueba da Acriflavina 

E.. !!!!Ü!i:QS.Ü!i! se cultivó en caldo BHI y 24 horas después el 

cultivo se centrifugó a 1000 x g dlirante 45 min. El liquido 

sobrenadante se descartó dejando una pe_quel'ia cantidad del 

mismo para resuspender las bacterias. A cada tubo se le 

agrego un volumen igual de acriflavina 1:1000. Los tubos se 

agitaron y la lectura se reslizó después de 5 y 30 min. de 

incubación a t•mperatura ambiente. Un precipitado granular 

se tomó co110 resultado positivo <Carter y Subronto, 1973>. 

3.3.0 

3.3.1 

Para 

PruetN!s 8iol69icas para l• Identificación de la DNT 

Producción de Exotoxin• Der11onecrotóxic• CDNT> 

det.ctar cepas de E .. 

Q!:QtlS!:ll§@e!!iSi! productoras de exotoxina dermonecrótica se 

siguió la t•cnica de De Jon9ycols.11980). Se cultivaron 

las· bacterias en caldo BHI durante 18 horas a 37 C, el 

liquido sobrenadante se centrifugo a 3000 x 9 durante 45 min. 

y se filtró con membrana millipore de 0.45 um de diAmetro. El 

liquido sobrenadante se sometió a las siguientes pruebas: 

3.3.1.1. Prueba de 111 DNT en la piel de cuya 

Los cuyes se rasuraron en la región dorsal <lomo> Y se 

dividió en 6 areas en las que se inocularon por via 

intradérmica 0.1 ml del sobrenadante filtrado. A las 24 Y 48 

hrs. se observó la presencia de una reacción cutánea que 

consitió en : 

de Induración 

eritematosas, 

eritema, edema, induración y necrosis <Prueba 

en Piel de cuye, IPC>. Las reacciones 

con endurecimiento de 1 cm de diámetro se 
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consideraron positivas, repi ti endose las que dieron 

reacciones de 0.5 cm <De Jong,1980). 

3.3. l. 2. Prueb;as de Letalidilld en ratón lactante. 

Ratones lactantes (de tres dlas de edad), cepa NHI-3 se 

dividieron en varios grupos, cada uno formado por 4 ratones y 

a cada uno de ellos se le inoculó por vJa intracerebral 0.1ml 

de los sobrenadantes de ambas bacterias. Los ratones 

controles se inocularon con PBS pH 7.2. Los resultados se 

realizaron de las 18 a 24 horas. La reacción positiva, se 

determinb por la IM.lerte de los ratones <MRL> <Nakai y cols, 

1984). Los ratones controles se inocularon con solución PBS 

pH7.2. 

3.3.1.3. Efecto en el Bazo de Ratones de 21 dtas. 

Se formaron grupos de 4 ratones cepa NIH-3 cada uno, a los 

cuales se les inoculó por via intra peritoneal a cada ratón 

o.1m1 del sobrenadante filtrado. Después de 7 di as 

posinoculacibn, los ratones se sacrificaron, se colectaron 

los bazos y se midieron. Los bazos que presentaban un 25 r. 

de reducción en tamaño (atrofia), se consideraron como 

positivos a la prueba <ABR> ( Nakai y cols •• 1984J. 

3.4.0 

Las cepas seleccionadas se identificaron como "patbgenas", 

cuando resultaron positivas en los parAmetros de IPC, MRL y 

ABR • Asimismo se seleccionaron cepas que fueron negativas a 

IPC, MRL y ABR que se identificaron como ·"no patógenas " 
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CNakai y cols, 19841. 

3.5.0 

El aisl amient.c• del 111ater ~al genético extracromos6mico CDNApl. 

Se realizó por la técnica de lisis alcalina de Birnboim and 

' Doily 11979), en las cepas estudiadas. Un cultivo de 5 ml de 

18 hrs, se cent.r i fugó a 3000 x g I 30 min. y se cosechar oro 

las bacter.ias, se resuspendieron en 200 u! de la solución A 

!Glucosa 50 mM; EDTA l mM; Tris 10 mM pH S; Lisozima 5 mg/mll 

por 5 a JO min, agitando suavemente, se agregaron 400ul de la 

solución B <SDS t~:P/V en NaOH o. 2Nl y se dejó reposar durante 

10 min., después se le adicionaron 300u! de la solución C 

!Acetato de sodio 3M pH 4.8J e inmediatamente que se formó el 

co~gt1lo, se agitolentamente, evitando romperlo y la formación 

de emulsión, se congeló en hielo seco-etanol de 1 a 5 min., 

se descongeló y se tomó el sobrenadante pa~andolo a tt1bos 

Eppendorf estériles, se centrifugó nuevamente a 12000 x g, 

. durante 15 min., el sobrenadante se pasó a tubos nuevos y se 

agregó 500 u! de etanol absoluto !-70 Cl, se descongeló de 5 

a 15 min. en la mezcla etanol-hielo seco, se descongeló y se 

lavó tres veces con etanol frio !-20 Cl al 90(. ,con previa 

centrifugación, se dejó secar la pastilla y se resupendió en 

Tris- EDTA !20 ull, posteriormente se tomaron 7 ul de la 

muestra resuspendida y se le agregó de 1 a 2 ul de colorante 

!mezcla de xi lenci11nol y azul de bromofenol l: l l en glicerol 

al 20/.. en un gel de agarosa al 0.7/. con 10 pocillos se 

colocaron las muestr.as en cada uno de ellos. En un pocillo 
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se coloco el genoma del fago restringido con la endonucleasa 

Hind III. Se corrió el gel con una fuente de poder durante 

45 min., a 85 volts, después de determinada la corrida, se 

reveló con bromuro de etidido a una concentración de 0.5 

mg/ml, se lavó con agua destilada el gel v se observó en un 

transluminador de ultravioleta. 

Efecto dlt la Der-.croto><iN 9' Cultivos Celularn. 

Se cultivaron lineas celulares PK-15 , VERO v MDBK en medio 

minimo esencial !MEM> de Eagle con sales de Hank's 

suplementado con piruvato de sodio 1 mM, 10Y. de suero de 

ternera V antibioticos !penicilina 100 UI I ml V 

estreptomicina 100 ug/mll en botellas FALCON de 75 mm 

!Corning, USA). Una vez formado el monoestrato se le retiro 

el medio de crecimiento, se lavo dos veces con PBS, !pH 7.2) 

y se inoculo 0.1 ml del sobrenadante extraldo de los cultivos 

de e ... 
incubaron 

m~l19~!9ª v §& 
o 

1 hora a 37 C, 

se 

durante un máximo de 10 dias y se 

revisaron diariamente para observar la aparición de efecto 

citotoxico !Pennings v cols.,19841. 

3.7.0 

ratclnes por eedio dlt aerosoln •. 

3.7.1. C4mara de aerolización. 

Para la infección por aerolización de Jos ratones se empleó 

una cámara rectangular de metal, herméticamente sellada, 

cuyas dimensiones están especificadas en la Figura No.1. La 



FIGURA No.1.-VISTA DE PLANTA DE LA CAMARA 

DISE~ADA PARA INFECTAR RATONES CON ~Q~g~~~!!ª 

'2.!:Q!lSbi§fie11fi! • SE 
.1 o 

Sl.ISPENSION DE 5x1 O 

EMPLEARON 5 ml. DE 

UFC/ML PARA INOCULAR A 46 

RATONES DEL GRUPO II A UN FLUJO DE 0.5 ML I 

MIN. EL GRUPO CONTROL, SE AEROLIZO EN LAS 

MISMA~; CONDICIONES PERO EN LUGAR DE EMPLEAR LA 

SUSPENSION BACTERIANA, SE UTILIZO CALDO BHI 

ESTERIL. 

38 
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et.mara esta formada de una tapa de cristal con sello de 

neopreno, un nebul izador <Devi lbiss Mod 645 ) conectado a una 

perforación lateral por medio de tuberias de latex para 

entrada y salida del aerosol, rej i 11 as para prevenir 

accidentes con los ratones y bafles deflectores parabólicos 

en las esquinas que evitan la acumulación del aerosol en 

estos !ligares, En la parte de sal ida del aerosol va conectado 

un matraz Kitasato con formaldehldo al lOY., para inactivar a 

las bacterias. El flujo de aire para la producción del 

aerosol se generó con una boaba colllf)resora <modelo B-131 

Industria G, Murgta, ·S.A.) ajustada a 14.3 PSI 3 Kg/cm. Se 

empleó una bo~ba de vació a 3 Kg/cm para aliviar la presión 

generada en la cámara, y propiciar la extracción de las 

bacterias. 

3.7.2. Evaluación y Estandarización del Sist .. a. 

La evaluación del sistema se efectuó formando dos grupos de 

10 cajas de petri para cada uno de los dos experimentos y se 

procedio de la siguiente manera: 

Grupo 1, Control negativo aerosolizado con 5 ml de medio 

liquido estéri 1 <BHil durante 10 min. Antes de la 

aerolización se colocaron cajas de Petri con ml de caldo 

BHI estéril dentro de la cámara en diferentes posiciones, 

para recibir el aerosol suspendido. A partir del medio de 

cultivo depositado en las cajas aerolizadas, se prepararon 
10 

diluciones de base 10 hasta 1 x 10 y se inocularon 3 gotas 

de 20 ul en placas de agar sangre. DespUés de un periodo 18 a 
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24 horas de incubación a 37 C, se determinat"on las UFC/ml. 

Gt"UPO 2 aet"osolizado con S ml de una suspensión de 

!!Q!':Q~!;.§l!!e Q!':QQ<;;l::!!.!>.!'le!<!.c;;ª en PBS a pH 7.2, a una cot1centt"a­
IO 

ción de S.3 x 10 UFC/ml, dut"ante 10 mins. 

De igual forma antes de la aerolización se colocaron las 

cajas de Petri con l ml de caldo de cultivo est.et"il y se 

colocaron en dfferentes posiciones en la carnara para poder 

comparar las UFC presentes en cada posición. A partir de ·las 

bacterias depositadas en las cajas con medio de cultivo, se 
10 

prepararon di lo.Jciones de base 1 O hasta 1 x 1 O y se 

inocularon 3 gotas de 20 ul en placas de agar sangre y 
o 

McConkey, tras 10 ~ 20 horas de incubación a 37 C se 

calcularon las UFC/ 1111. 

3.7.3. 

rat.cnes. 

3.7.3.1. Ani•ales. 

Se utlizaron 60 ratones machos de 9 a 14 g de peso de 21 dfas 

de edad, cepa NIH-3 obtenidos del bioterio del INIFAP. De 

forma aleatoria se formaron dos grupos, uno de 46 ratones 

para la infección con la bacteria y otro de 14 ratones para 

aersolizarlos con medio de cultivo estéril. Se instalaron en 

Jaulas independientes con agua y comida "ad libi tum". 

3.7.3.2. Preparación del Inóculo. 

Con un asa metálica se tomarón S colonias de la cepa 4 de 

ªQ!':i;k!!<.~!l.e Qt:.Qo.c;;l::!i.!>.!!eUS!!.• previamente desarrollada en gelosa 

sangre, con las· que se inóculo un matraz nefelométrico que 

cont.enia SO ml de caldo BHI. Este se cultivó en agitación a 
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o 
37 e y 120 rpm, hasta fase estacionaria, determinada por 

nefelornetria a 660 nm en un espectrofot6metro. En la fase 

estacionaria, el contenido del rn«traz se centrifugo durante 

45 min. a 3500xg. El paquete bacteriano fue lavado dos veces 

con PBS CpH 7.2>. en el que finalmente se resuspendieron las 

bacterias para obtener una concentración f'inal de bacterias 
10 

de 5xl0 Unidades Formadoras de Colonias por ml CUFC/ml>. 

3.7.3.3. Aerolizaci6n. 

De la suspensión bacteriana ajustada y lavada, se tomaron 5 

ml con los que simultaneamente se aerolizaron Jos 46 ratones 

del experimento. Después de 10 min. de nebulización, los 46 

animales se sacaron de la et.mara y se pusieron en sus cajas 

con agua y comida. Se formo un grupo de 14 ratones de las 

mismas caracterlsticas que fueron aerolizados con medio de 

cultivo estéril CBHI>, bajo las mismas constantes Ct = 10 min 

y e= 5ml>. De igual forma los ratones fueron sacados de la 

et.mara y puestc•s en sus cajas correspondientes. 

3.7.3.4. Remoción en Pulll!Ól'I. ,, 
De ambos grupos, se sacrif'icaron por desnucamiento 2 ratones 

a las 30 min, 1, 3, 5, 7 y 14 dlas post-desafio¡ los 

rest.antes en el grupo experimental a lós 21 dlas. En una 

campana de flujo laminar se desinf'ect6 el cuerpo del ratón 

con alcohol etl l ico al 70%. y en una mesa de disección se 

incidió la cavidad abdominal Y por sección ·de la arteria 

renal izquierda se desarigróel ratón. Al completarse el 

desangrado se abrió la cavidad tort.cica y de ella se extrajo 

el paquete cardio-pulmonar, cuidando de·no seccionar el 



42 

esofago, Del paquete extra ido se eliminaron el corazon, los 

grandes vasos, la trAquea y la porcion extrapulmonar de los 

bronquios coloc&ndo el resto en un mortero Ten-Broeck estéril 

que cor.tenia 5 ml de PBS. Los pcclmones se homogeneizaron con 

15 golpes de mortero; los homogeneizados se diluyeron en 
10 

base 10, hasta la dil•~ción 10 en PBS. De cada una de las 

di lucio11es, se sembraron tres gotas, en placas de agar sangre 
o 

que se incubaro11 durante 18 horas a 37 c. El conteo del 

numero de unidades formadoras de colonias por gota (UFC/gotal 

se real izó después de dicho periodo de incuba.ción. 

3.7.3.5. Re~~ión en .Corn•t• Nasal. 

A los mismos ratones utilizados para el estudio de remoción 

bacterian& en Plllmon '"" les decapito y se diseco la regi6n 

correspondiente & los cornetes nasales. Sosteniendo esta 

región con unas pinzas estériles, se lavaron con 1 ml de PBS 

contet\ido en una jeringa de 1 ml. Del lavado se realizaron 
10 

di luciones en base 10, hasta la di lucion 10 ·De las 

di luciones se sembraron 3 gotas, 20 ul/gota, en placas de 

aga. sangre y placas de Mc-Conkey, que se incubarón durante 
o 

18 horas a 37 e , y se calculó el m\mero de bact.erias por 

cornet.e. 

3.7.3.6. Efecto en el creci•iento de los ratones infectados. 

Tanto los animales el grupo experimental y como los del grupo 

control se sometiron a un seguimiento diario de su peso 

corporal antes, durante y al final del experimento. 
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3.8.0. Estudio Histopatolbgico. 

Después de que los cornetes fueron cortados se les quitaron 

los bigotes, se fijaron. Y se conservaron en formaldehfdo al 

10?. en PBS durante dos semanas. Despué de lavarlos de 4 a 6 

veces con agua de la llave, se descalcificaron en solucibn 

LORCH <Ac. cítrico,. NaOH 0.2N, HCl O.IN, ZnSO 17. y CHCl 
4 3 

0.17.l, la que se cambiaba cada tercer dla durante 3 semanas. 

También se fijaron muestras de hígado y bazo, los que junto 

con los cornetes descalcificados se incluyeron en parafina y 

se procedib a realizar cortes de 6u que fueron teñidos con 

hematoxilina-eosina. Para catalogar el grado de atrofia, 

hemorragia, edema, Pleuritis y perivasculitis se establecib 

un sistema de puntuacion de O a 2. 
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4.1. Aisl .. iento Bacteriano. 
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Se tomaron muestras de 41 cerdos que presentaron problemas 

clinicos de rinitis at1·6fica. Para la identificación de f.:. 

!!!\JUQf!Qª Y ª.:. !2!'.2!'.!fbia'ªei.!S!!• se emplearon corno criterios 

de identificacion las caracte1·isticas bioqulmicas que se 

muestran en el Cuadro No.1. En 12 de los Z2 cerdos de 5 dias 

de edad, 5 de 5 semanas de edad y en 3 de los de 5 meses se 

aislo ª.:. Q!'.Q!'.!fb!a'ªei!fª• mientras que E.:. !!!!JliQfiQª se aislo 

de 3 de los 41 cerdos; dos fueron cerdos adultos y uno de 5 

dlas de edad, de este altimo también se aisló ª.:. 
!2!'.Q!'.!fbia'ªei.i.fª• En 18 casos no hubo aisl&miento 

resultados se puede not.ar que ª'" !2!'..!:!!'.!StÜ.§!'eHS!! 

En estos 

resultdel 

aislamient.o mas frecuente en los cerdos jóvenes y E.:. 

!!'!JHS~fi.dé en los cerdc·s adultos. La distribución de las f.:. 

!!!Y!iQfiQª Y º.:. Q!'.Q!'.!fb~§'ªetifª aisladas con respecto a la edad 

se resumen en el Cuadro No.2. Tanto los cerdos sin el cuadro 

clinicó como los 18 restantes de los 41 cerdos, se aislaron 

cepas Lac• SL19estivas de col i formes. En relación a la 

tipificación, las tres cepas de E.:. ID!JliQflQª fueron del 

serotipo 11 D 11
• 

4.2. Identificación de la l>NT. 

Los resultados de las tres pruebas biológicas realizadas 

para detectar la producción de toxina para cada una de las 3 

cepas de f.:. !!!YliQfiQª Y las 20 cepas de ª'- Q!'.Q!'.!fbia~eiifª 

aisladas de cerdos de tres diferentes edades se muestran en 

los Cuadros ·No. 3, 4 y 5 , donde cada cepa esta representada 

con una clave. 
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CUADRO No. 1. RESULTADO DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS UTILIZADAS 

PARA LA IDENTIFICACION DE.f~ m~li2~l9s y ª~ 

PRUEBA 

Crecimiento en 

McConkey (+) (-) 

GRAM (-) (-) 

FORMA COCOBACILO COCOBACILO 

MOTILIDAD (+) (-) 

O/F F F 

CATALASA (+) (t) 

OXIDAS A (+) (+) 

INDOL (-) (+) 

H S (-) (-) 

2 
LIREASA (+) (-) 

CITRATO (+) (-) 
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CUADRO 2. y 

fsi;:!<g!Jrn!ls ID!J!:!;gs;i.99 EN 41 CERDO& DE DIFERENTES E[,ADES. y 

CON SIGNOS CLINICOS DE RIMITIS ATROFICA. 

EDAD 

5 dias 12 

5 semanas o 

5 meses 3 2 

TOTAL 20 (48. 7/.) :< (7.3%) 

N•:.. d8 Cerdo.:-s 
rnt..,estreadc•..: 

22 

5 15 

5 

23 41 <JOO~:¡ 
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CUADRO No. 3. RESULTADOS DE LAS TRES PRUEBAS BIOLOGICAS 
REALIZADAS PARA DETECTAR LA PRODUCCION DE TOXINA CON 3 CEPAS 
DE P. multocida y 20 cepas ª~ ~rQO~biá~eti~e· AISLADAS DE 
CERDOS DE-S-DIAS. 

CLAVE GENERO 

a B 

18a B 

Rb B 

MRL ABR 

3:4 32.43 

3:4 43.24 

3:4 35.13 

IPC 
cm. 

0.9 

0.9 

----------------------------------~----------------

Nl B 0:4 29.72 o 

++ B 2:4 44.59 

• 
Mu p 0:4 5.40 

+++ B 0:4 28.37 o 

B ·2:4 32.43 o 

19a B 2:4 27. 02 1.2 

• 
NS B 0:4 33.78 

21a B 2:4 33.78 

* Cepas aisladas del mismo cerdo 

IPC: ENDURECIMIENTO V NECROSIS EN PIEL DE CUYE 
MRL: MUERTE DE RATON LACTANTE 
ABR1 ATROFIA DE BAZO DE RATON. 
e ª~ ~r2n~b!~~~i~ª 
P e~ !!l\!!12~!~ª 

o 
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CUADRO No. 4. RESULTADOS DE LAS TRES PRUEBAS BIOLOGICAS 
REALIZADAS PARA DETECTAR LA PRODUCCION DE TOXINA EN CEPAS DE 
~~ mYi~Q~i~ª .y CEPAS DE ~~ e(QU~biá~e~!~ª' AISLADAS DE 
CERDOS DE 5 SEMANAS. 

CLAVE GENERO MRL ABR IPC 
cm 

15c B 4:4 27.02 

+ B 3:4 31.08 o 

15d B 4:4 40.54 1. 1 

15b B 2:4 22.97 

15f B 3:4 27.02 o 

Ra 20N B 3:4 50.00 

IPC ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE 
MRL MUERTE DE RATON LACTANTE 
ABR ATROFIA DE BAZO DE RATON. 
B ª~ Q!QDfbj~gE1!f§ 
P e~ m~1.!<9f!9~ 
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1 

1 
! 
1 
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CUADRO No. 5. RESLIL TAl>OS DE LAS TRES PRUEBAS BIOLOGICAS 
REALIZADAS PARA DETECTAR LA PRODUCCION DE TOXINA EN CEPAS DE f~ 
IDY!!2s!~~ y CEPAS DE ~~ Qr2nsb!~~e!!fs• AISLADAS DE CERDOS 
DE 5 MESES DE EDAD. 

CLAVE GENERO 

V B 

4 B 

N3 B 

58b B 

9a p 

Ve p 

MRL 

2:4 

. 3:4 

0:4 

0:4 

2:4 

4:4 

ABR 
)( 

37.83 

27.02 

20.27 

1.35 

o 

14.86 

IPC 
cm. 

1.3 

o 

o 

o 

1.2 

IPC ENDURECIMIENTO V NECROSIS EN PIEL DE CUVE 
MRL Ml'ERTE .l>E RATON LACTANTE 
ABR ATROFIA DE BAZO DE ílATON. 
a ~~ ~r2osb!!!le!!sª 
P e~ !!!!!!!2s!2~ 
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Los resultados de la prueba de atrofia de bazo <ABRJ en 

ratones de 21 dlr.s inoculados con sobrenadantes de cada una 

de las 20 cepas de Q.:.. Q[QQi;;biá@e~i~ª Y las 3 de E.:.. m~!~Qi;;igª 

aisladas de campo, se muestran en el Cuadro No. 6. El tamaño 

de bazo de los raton;,s infectr.dos cc•n cr.da cepa !4 ratc•nes 

por cepa) se comparó con el tamaño del bazo de ratones sanos, 

por mi!dio de uro análisis de varianza se deterrninó que una 

disminución de 0.46 m• del tamaño de bazo nor111al fue 

estadfstfcarnente significativa !P<0.051. Los bazos normales 

~idieron en promedio 1.85 111m +/- 0.46111m es el 25X de esta 

cantidad por lo que se considero lona prueba positiva cuando 

se obtuvo una reduccHm d<:: tamañe> o atrofia de bazo mayor del 

25Y... De las 20 cepas de Q.:.. Q[QQ!;.biá!tet:isª Y de las 3 de e.:.. 
mv!.l!f!i;;i9;i se encontraron 15 y 2 DNT positivas, por esta 

pn1eba respectivamente. Ero la prueba d<:: mortalidad en ratón 

lactante 15 de las 20 cepas de ª=- Q!QDi;;b.!§geiii;;ª y 2 de 3 

cepas de E.:.. mJJ.!i2i;;!g.e cr.usaron una mortaliad mayor o igual al 

50X por lo que se consideraron positivas. La prueba IPC se 

considero DNT positiva cuando se obtuvo un halo de 

endu~ecimiento mayor o igual a 1.0 cm •. De acuerdo a esta 

prueba 12 de las 20 cepas de ª=- 9r2ni;;bi§gei1i;;ª Y 2 de las 3 

cepas de E.:.. !J!JJ.!.!;2i;;!gª resultaron DNT positiva !Cuadro No. 71. 

Se utilizó una prueba estadistica !Xil cuadrada para comparar 

las proporciones de DNT positivos y negativos detectados por 

cada prueba, dando como resultado que no existe una 

diferencia estad1sticamente significativa entre las tres 

pruebas biológicas. 
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CUADRO No. 6. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ATROFIA DE BAZO EN 
RATONES DE 21 DIAS INOC'LILADOS CON SOBRENADANTES DE 20 CEPAS 
DE. !h!!'..Q~!;.~Üª Q!'..2!:!S!:Ú.~~eHsª y 3 CEPAS DE Eª¡¡l;~I.!!'..~!.!ª 
!!!l.!H.2S!Qi!.* 

Cepa 

a 
18a 
Rb 
Nl 
++ 
Mu• 
+++ 

19a 
N5 
21a 
15c 
• 

15d 
15b 
15f 
Ra20N 

y 
4 

N3 
58b 
9a* 
Ve• 
Control 

Pt"omedieo del 
T&maño del Bazo 

.<mm) 

1.25 
1.05 
1.2 
1.3 
1. 025 
l. 75 
1.325 
1.25 
1·. 35 
1.225 
1.225 
1.35 
1. 275 
1. 1 
1.425 
1.35 
0.925 
1.15 
1.35 
1.475 
1.825 
1.85 
1.575 
1.¡35 

;1, Red•~cci6n de Int.erpret.acior; 
Tarnaño de Bazo 

32.43 
43.24 
35.13 
29.72 
44.59 
5.40 

28.37 
32.43 
27.02 
33.78 
33.78 
27.02 
31.08 
40.54 
22.97 
27.02 
50 
37.83 
27. 02 
20.27 

1.35 
o 

14.86 
o 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+. 

+ 
+ 
+ 
+ 

NOTA 1 se· consideraron DNT positivas todas las cepas qL1e causaron 
reducci6n del tamaño de bazo mayor al 25%. 
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CUADRO No. 7. NUMERO DE CEPAS DE ~~ Q(QO~b!á~e~!~@ y e~ 
m~!!2si~~ DNT POSITIVAS y NEGATIVAS DE ACUERDO A LAS PRUEBAS 
IPC, MRL ABR. 

CEPA PRUEBA POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL 

IPC 
MRL 
ABR 

12 
15 
17 

8 
5 
3 

20 
20 
20 

----------------------------------------------------------------~ 

IPC 
MRL 
ABR 

2 
2 
o 

IPC: ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE 
MRL: MUERTE DE RATON LACTANTE 
ABR: ATROFIA DE BAZO DE RATON. 

1 
1 
3 

3 
3 
3 
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Por otro -lado, en el Cuadro No. 8, se observa que de las 23 

cepas aisladas, 12 resultaron DNT positivas con las tres 

pruebas utilizadas, 2 con la pruebas de MRL e IPC, 2 con la 

prueba de MRL y ABR, 3 resultaron DNT positivas solo con la 

prueba de ABR, una cepa positiva solo para IPC y 2 cepas 

fueron DNT negativas a las tres pruebas. 

4.3. Seleccibn de Cepas. 

Con los resultados obtenidos y para estudios subsecuentes, se 

seleccionaron dos cepas de §~ ~!9DSbia~e!.isª y dos de E~ 

!!!!.!UQSÍQª con 

Cuadro No. 9. 

las caracteristicas que se muestran en el 

Las cepas 4 Y Ve e de ~~ Q!QO~bi§§eti~ª Y E:. 

!!!!.!!Í<Q!;ÍQª se consideraron pat6genas porque dieron positivas a 

las tres pruebas biológicas y las cepas 15b .Y 9a apatógenas, 

porque resultaron negativas a cuando menos dos de las pruebas 

CSegan el criterio de Nakai y cols., 1984>. 

4.4. Extracción del Plis.ido. 

A las cuatro cepas seleccionadas <Cuadro No. 9), se les 

realiz6 la extracci6n de plasmido por la técnica de lisis 

alcalina y posteriormente se le realiz6 la electroforesis en 

geles de agarosa al 0.7~. Para la cepa patogena Ve se 

detect6 un plasmido de aproximadamente 5.2 Kb. La cepa 

apatógena de y la dos cepas de !!:. 

Q!QDi;bia~etii;ª no mostraron tener ning~n plasmido !Figura 

No.2l. 
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GEL I>E AGAROSA DEL DNA E)<TRACROMOSOMICO. 

t. - MARCADOR I>EL PESO MOLECULAR, DNA DE CORTADO 

CON HINI> III. 

2.- IiNA DE fi!.a!~!Jr~l.!s .!D!Jlif'f.Ü!i! DNT (+). 

3.- DNA DE fi!.a!~!Jr~l.!s !!l!Jl!·f'f.Ü.Iª DNT (+)' CORTADA 

CON HIND D. III. 

4.~ [>NA f>E ei!.át~!Jt:~!.!ª !!!!J!l<.Qf:!.gª DNT (+),CORTADA 

CON ECO. 

5.- AUSENCIA DE DNA ESTRACROMOCOMICO EN 
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CUADRO No. 8. RESULTADOS DE LAS SIGUIENTES .PRUEBAS: 
ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN LA PIEL DE CUYE, ATROFIA DE 
BAZO, EN RATONES DE 21 DIAS Y MORTALIDAD DE RATONES LACTANTES 
CON SOBRENADANTES DE 20 CEPAS DE ~~ ~~QQ~b!~~et!~~ Y 3 de e~ 
!m!HS!Si!sM· 

PRUEBA No. de Cepas 

l'IRL ABR IPC 

+ + + 
+ + 
+ + 

+ + 

+ . 
+ 

~ 

TOTAL 

IPC: ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE 
MRL: MUERTE DE RATON LACTANTE 
ABR: ATROFIA DE BAZO DE RATON. 

12 
2 
2 
o 
1 
3 
1 
2 

23 
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CUADRO No. 9. RESULTADOS DE LAS PRUE9AS BIOLOGICAS REALIZAl>AS A 
4 CEPAS SELECCIONADAS PARA ESTUDIOS VE 
CITOTOXICIDAD. 

Cepas Pruebas Biolbgicas 

IPC ABR 

15b (apató9ena) 23.4;~ 
(-) 

4 (patb9ena> 1. 3 29.4% 
(+) 

Ve (patógena) 1.2 

9a (apató9enal o 

IPC: ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE 
MRL: MORTALIDAD DE RATON LACTANTE 
ABR: ATROFIA DE BAZO EN RATOI< 
DNApzDNA EXTRACROMOSOMAL. 

MRL 

so:·;· 

75;; 

100% 

so:/. 

l>NAP 
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4.5. Citot6xicidad en Cultivos Celulares. 

No se observó efecto ci t.c•tóxico con sobrenadante de la cepa 

de ¡¡.,. Q!'.QOSbi;;~e!<io,;ª 15 b, en roinguna de las lineas celulares 

estudiadas; en cor1traste la cepa 4 que si produjo efect.o 

ci totoxico marcado en la linea celular MDBK, moderado en 

VERO y leve en PK-15. La cepa de E.< !!l!Jl!;Q~.!f:!ª 9a no produjo 

efecto citotoxico en ninguna de las lineas celulares, 

mientras que la cepa Ve mostró moderada citotoxicidad en la 

l i11ea MDBK y leve para las dos 1 tneas restantes Por su 

parte la cepa apat6gena no mostró tener un efecto citotóxico 

en los cultivos celulares, bajo los criterios antes 

111encionados (Cuadro No.lOl. 

4.6 Inf.cci6n de ratcines con aerosoles de 

4.6.1. Estandarización de la C'mara ~~· Nebulización. 

Se elaboro un modelo experimental en ratones para estudiar la 

rinitis atrófica, Para lo cual ratones de 21 dias de edad 

ft1eron inoculados con ¡¡.._ Q!:J2USbi~~el<isª por via aerógena con 

una cámara de aerozolización construida especificamente para 

este fin. 

Para comprobar que las distribución de las bacterias fuera 

uniforme dentro de la cámara se aerosolizó con 10 mi de una 
10 

st1spension conteniendo 5. 3x10 

en 5 minutos; se colocaron cajas de Petri con caldo BHI 

estéril en diferentes posiciones en la cámara. Se muestran en 

el· cuadro No. 11, la posición donde se colocaron dentro de 
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CUADRO No.to. EFECTO CITOTOXICO DE SOBRENADANTES ACTERIANOS 

EN TRES DIFERENTES LINEAS CELULARES 

Cepas 

15b 

4 

Ve 

9a 

REACCION LEVE 
++ REACCION MODERADA 
+++ REACCION SEVERA. 

MDBK 

+++ 

++ 

Lineas Celulare 

PK-15 VERO 

+ ++ 

+ + 
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CUAMO No. 11. MEDIAS DE LA UFC OllTENIDAS A PARTIR DE lli!LUCIONES DE 
CAJAS [lE PETRI CON MEDIO DE CULTIVO LIQUno ·1:0LOCADAS EN 
DISTINTAS POSICIONES EN LA CAMARA PE AEROSOLIZAC lON. 

ARRIDA 

ABl\JO 

ENTRADA• 
10 

2. 30 X 10 
10 

1.13 X 10 

... LA!>O DE LA ENTRADA DEI. AEROSOL 
n LAl>O DE LA SALIDA DEL AEROSOL 

CENTRO 
10' 

2,26 X 10 
9 

1,49 X 10 

Sl=wLl~A-..• 

"" 6.76 X 10 ., 
4,59 X 10 
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la cémara y el promedio de las UFC por caja de Petri. El 

analisis estadistico !ANOVA>, no reveló diferencia 

.significativa entre el numero de bacterias colectadas en las 

cajas de Petri en diferentes posiciones. Por otro lado y como 

control se aerolizo caldo BHI estéril y no se apreció 

crecimiento bacteriano. Estos resultados indican qc1e los 

ratones pueden ocupar cualquier lugar en la cámara y recibir 

la misma cantidad de bacterias. con la cc•nfiabi l idad de que 

la distribución bacteriana es unifor11e. 

4.6.2. R..oción Bacteriana en PulllÓl'l. 

El análisis de varianza para la variable estudiada las 

UFC/pulnión indicó la existencia de diferencias 

·significativas <P<O. 05) entre los conteos de los distintos 

dias. La comparación de medias post.erior (prueba de Tuckey), 

permitió detectar un aumento significativo <P<0.05) de los 

conteos entre el momento de la inoculacion y el primer dia. 

Posteriormente, un descenso significativo <P<ú.L•5l er1tre los 

conteos del primer dia y los de los dias 3 y 5. A partir del 

dia 5 aparece nuevamente un aumento significativo <P<0.05) 

hasta el dia 7, y permanece sin variación <P>0.05) hasta el 

día 14, para luego bajar significativamente <P<O. 05). De 

acuerdo a esta información podemos identificar claramente 4 

periodos:Il hay un desarrollo bacteriano rapido detectado en 

el primer dia posinoculación ;II> disminución de la cuenta 

viable hasta el día 5 aproximadamente; III> aumento ligero 

del namero de 

crecimiento entre 

bacterias y una 

los dtas 7 y 14 

fase estacionaria 

aproximadamente y 

de 

IV> 
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decremento a partir del dia 14. Cada una de estas fases se 

señalar1 en la Figura No.3. 

4.6.3. RellOCión de bacterias en Cornetes. 

Los promedios del número de bacterias <UFC/ml> obtenidos en 

los cornetes nasales, los d1as O, 1, 3, 5, 7, 14 y 21 

posteriores a la inoculación de fl.. 

muestran en el Cuadro No. 12. En este cuadro se puede 

Observar la disminución del n~1mero de bacterias en los 

cornetes con respecto al tiempo, El an~lisis de regresión da 

estos resultados indic6 que la cinética de remoci6n de §~ 

en los cornetes nasales sigue una relaci6n 

cuadrilit.ica dada por la siguiente ecuación : 

DONDE 

B 
t 
10. 73 

2 
B 10.73 - 0.766<t> +0.002073<t> 

Log de UFC en cornetes 
Tiempo en dias 
Promedio estimado del logaritmo 
bacterias el en el d1a cero. 

Coeficiente de linearidad. 

de 

-0.766 bact,/dia 
2.073x10-2 Coeficiente de curvatura de 2do. grado. 

El coeficiente de correlaci6n fue de 0.98 y los 

coeficientes linearidad y curvatura fueron 

significativa•ente diferent~s de cero <P<0.05). En la Figura 

No. 4 se Muestra la curva de regresi6n obtenida • 



FIGURA No. 3.-MEDIA Y ERROR ESTANDAR DEL 

LOGARITMO DE LAS UFC OBTENIDAS DE PULMON A 

DIFERENTES TIEMPOS POSINOCULACION CON 
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CUADRO No. 12 • PROMEDIO DE LIFC/CORNETE EN RATONES INFECTADOS 

CON !!.. !n:Q!li;biá.!lei.i.i;ª EN DIFERENTES DIAS POSTERIORES A LA 

INOCULACION. 

DIA 
POSINOCULAC' ION 

o 

3 

5 

7 

14 

21 

UFC/CORNETE 

7.58xl010 

6.15xl09 
a 

5.50x10 
7 

2.22x10 
6 

5.81x10 
3 

9.85xl0 
3 

6:63x10 



lt& I 
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4.7. Estudio Histopatol69ico. 

Los resultados del estudio histopatológico no mostraron 

ninguna alteración en los tejidos de los diferentes órganos 

esto.1diados en este experimento. El estudio de histopatologla 

de los cornetes nasales mostró un infiltrado escaso de 

mononucleares con un engrosamiento de septos, con una 

congestión y ligera hemorragia, sin ser esto indicadores de 

alteraciones consecuentes a la infección. 

4.8. Efecto .,.. •l Cr.ci•iW1to dlt ratoiws Infectados. 

Se co•Paró el crecimiento de un grupo de 4 raton9s control•s 

con el de l8'l grupo de raton9s infectados por a•rolización con 

~L brgosh!i!le~i~!· Los rat0"9s se p-saron el dla de la 

aerolización y se seleccionaron para este estudio los que 

pesaron 9.00 g O.l y se. registró su peso de ellos 

diariamente dt~rante 21 dlas. En el Cuadro No. 13 s• muestra 

el peso ganado por cada ratón , durante el periodo del 

experimento. La prueba t de student demostró que la ganancia 

de peso de los ratones controles fue significativamente mayor 

que la de los ratones infectados CP<0.051. En promedio la 

ganancia de peso en 21 dlas fue dlt 1~.84g para los ratones 

controles y de 9.576g para los ratones infectados. Lo 

anterior talllbi.,. se C0111Prob6 cOMParando las tasas de 

crecimiento relativas de los ratones, esta tasa r•lativa esta 

determinada par el coeficiente de regresión ~ la relación 

entre peso v tie111PO. Los coefici9flt41s de regresión o las 

tasa de crecimiento relativas se COMPararon POr lleclio de "' 
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an~lisis de covarianza. En el caso de los ratones controles 

se obtuvo la siguiente ecuación 

P = (9.96) e0.0452t 

DONDE 1 

P Peso de ratón en gr. 
9.96 =Estimación del promedio del· peso inicial en gr. 
e = 2.718 base de logaritmos naturales 
t = Tie•po en dtas 
0.04529/dla • Tasa de crecimiento relativa 

El coeficiente de regresión fue altallflnte significativo 

<P<0.001> y el coeficiente de correlación fue de 0.96. La 

figura 5 ll!Uestra la curva de creci•iento exponencial de los 

ratones sanos con 95X de confianza. 

4.9. lllortalidad de Ratones Infectados con 1.a. ·~r~b.il!e.Usr• 

De los 32 ratones infectados, 14 !43. ''" murieron durante 

los 10 · primeros dias po&t-inoculación !Cuadro No. 14l. 

se observaron en los ani•ales ' infectados los 

siguientes .si9n0s cltnicos en los •iSllOS dtas. pelo erizado, 

disnea, retardo en reflejos, que los ani .. l•s controles no 

presentaban, los ratones que llegaron a t•r•ino desp~,.s del 

100. dla ta111Poco los presentaban. 



FIGURA No, 4. -CURVA DE RE6RESION DE LA RELACION 

ENTRE LA REHOCION DE lgor~1.11• ~r~bj•te~i~! 

V EL TIEtlPO POSINIJCULACION ·EN LOS CORNETES 

69 
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CUADRO No. 13. GANANCIA DE PESO DURANTE 21. DIAS DE 4 RATONES 

CONTROLES V 8 RATONES INFECTADOS CON ~Qr9@t@!!ª ~r2osb!~tet!Sª• 

EL PESO INICIAL DE LOS RATONE FUE DE 9.80 0.109, 

GANANCIA DE PESO <G> 

RATONES SANOS RATONES INFECTADOS 

14.4 10.1 

17.6 10.8 

17.8 0.6 

16.3 10.2 

6.5 

11.4 

12.7 

7.61 

X . 16.525 9.666 



FIGURA No.5.- CURVA PE CRECIMIENTO DE LOS 

RATONES CONTROLES. EL ANALISIS DE REGRESION 

DEMOSTRO UNA RELACION EXPOtt::NCIAL· ENTRE PESO V 

TIEMPO CON UN COEFICIENTE DE CORRELACION DE 

0.96. LAS LINEAS PUNTEADAS RE~RESENTA EL 

INTERVALO DE CONFIANZA <95~1. 

72 
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14. MORTA~IDAD EN UN GRUPO DE RATONES INFECTADOS 

DIA 

2 

3 

No. DE MUERTOS DE UN 
TOTAL DE 32 RATONES 

o 

o 

o 

5 
--------------------~-------------------------------------------

5 o 
--------------------------~------------------------------------

6 2 ----- -----~ -------------------------------------------------.---
7 4 

------------------------------------------------------------~--
8 2 

9 1 

10-21 o 

TOTAL 14 
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DISCUSION 

Se ha estudiado la infección mixta · de 

12.!:Q!J!:b!§!!E!!:iSª Y Pas~el.!.i! J!l!JU9S.i~.i! v los resultados 

sugieren que es lllUV i9P<>rtante en la rinitis atrbfica del 

cerdo Runnels, 1982; Rutter, 1983: Nakai v cols, 19841 

Nakai v cols, 1985>. Los diferentes estudios han demostrado 

la sinergia en la patogenia de la enfermedad entre ambas 

bacterias IPadersen· y Barfod, 1991; Pedersen, 1903; Pedersen 

y ·Nielsen, 1983; De ,ong, 19841 Nielsen, 1983; Giles, 1985; 

Schoss, 19871, adll9iD de que en anibas bacteria• la 

patogenicidad se ha relacionado con la presencia·de toxinas 

<De Jong y cols, 1980; Pedersen y Barford, 1981: Schos v 

Thiel, 19841 Pijoan y cols, 1985 l. Por otro lado, algunos 

autores sugieren ta'la interacción entre alllbas bacterias, en 

donde D~ ei:~~ es el agente primario que se instala 

en la 11UCosa nasal. per•itiendo la colonizáción posterior de 
e~ !!!!:!1-~!~ª' desarrollando asl la rinitis atrofica (Switzer, 

1956; Harris y SMitzer, 19681. Otros autores mencionan 

tallbie'n que la enferlledad se presenta en dos formas, una 

causada por~~ ~l'..S!'ICbiate~iS§ que· produce lesiones de tipo 

transitorio y re-aresivo con poco i111Pacto económico; y otra 

por e~ !!!Yl~!lS;i~I que produce lesiones severas, progresivas, 

irr1:versible y de gran i.,acto económico .<Igle1iias y Pijoan, 

1987; Trigo y PiJoan,. 19881. 

Con el obJeti.vo de conocer ••s acerca de la patogenia de la 

enferaiedad, en el presente trabajo, se realizaron una serie 

de e><Periencias con este fin. Primeramente se realizó un 
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estudio en una 9ranja de C~•autitlan, Edo. de México, para 

conocer Ja frecuencia con que ambos microor9anismos aparecen 

asociados a Ja enfermedad. 

Los resultados indican que fue ~,_ !2t:Q!'.!i;:büi.!itei!i;:ª la que se 

aisló con mayor frecuencia en los lechones disminuyendo en 

los cerdos adultos. estos aislamientos provenieron dé cerdos 

con lesiones muy Ji9eras. En el caso de f,_ IDYli2sigª, los 

aislamientos fueron mayores en cerdos adu J tos que en 

lechones. Estos resultados concuerdan con los trabajos de 

Backstrom Y cols. <1985) en donde la frecuencia de 

varió 

considerablemente' con.Ja edad de los cerdos; además ambas 

bacteri<As raramente se aislaron juntas. En este trabajo todas 

·· las cepas de e,_ !!!Y!!:Qi;:;!.gª se identificaron como tipo D, 

comprobándose as! que es el tipo predominantemente asociado 

a Ja rinitis atrófica· <Ilina, 1978; Jang, 1980; Pedersen Y 

Jensen, 1980). Esto implica que Ja infección de ª'" 
QJ:Q!'.!Sb.iJ;;lleiil:! se da casi al nacimiento mientras que la· f.._ 

IDYli2!:.i9i! 

COllO lo 

se da en una etapa posterior de la vida del cerdo, 

han demostrado ot.ros autores (Iglesias y Pijoan, 

1987; Trigo y Pijoan, 1988>. Hay evidencias de que §,_ 

QCQoi;biltei1Si Y f.._ mYliQ~19! son capaces de producir esta 

enfermedad debido a las toxinas que producen, generando el 

dil~o en la mucosa nasal y por Jo tanto iesionando los 

cornetes nAsales • . <De Jong y cols, 19801 Pedersen y Barford, 

1981; Schos y Thiel, 1984; Pijoan y cols, 1995 l. Por lo 

tanto a· las cepas aisladas de granja en este estudio se· les 

realizaron tres pruebas biológicas para establecer la 
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presencia o ausencia de toxina y los ·criterios de 

pat.ogenicidad con acuerdo a Nal:ai Y col s. <19841, Los 

resultados señalados en el estudio muestran diferentes 

efectos.en MRL, ABR e IPC con la misma cepa estudiada. Esto 

podría significar la existencia en el caso de 

ºrQOJ;bi§ge~iJ;ª de mas de una toxina responsable, detectada en 

cada prueba o que cada prueba requiera cantidades diferentes 

de toxina para que se presente el efecto. En fz. !!!J,i!~.QJ;,!gª se 

ha demostrado la presencia de una toxina COlllPUesta de tres 

subunidades. La evidencia indica que las ·diferentes 

· subunidades por separado no tienen ninguna accibn , lo que no 

sucede Cl1ando estan unidas, sugiriendo que es una sola 

proteína la responsable del efecto evidente al inocularla en 

ratones, células o en la piel de cuves !Nakai v Kume, 1987>. 

·--Con las tres pruebas biológicas se identificó la presencia de 

toxina (DNT+l o ausencia de ella IDNT~> en las cepas 
2 

aisladas. La prueba estadistica de X revelb que las tres 

pruebas biolbgicas podrlan ser utilizadas para las cepas de 

v e .. productoras de 

dermonecrotoxinas <P< 0.05> <Nakai v cols, 1984). En este 

estudio se encontró que en ambas bacterias la aparici6n v 

det.ccibn de las DNTs estuvo asociadas a la rinitis atrófica. 

El comportamiento de las toxinas de ~L ºr2!:!!:bi~~e~.!J;@ o de e~ 

!!Y!!-2i;;!f!.t fue semejante, como fue el caso de las pruebas de 

IPC y ~RL, pero fue diferente con la prueba ABR. va que la 

toxina de fz. !!!Y!!<Qs!~! no produjo atrofia del bazo <Nakai V 

cols, 1984;· Roop v cols, 1987; Jacques, 198Sl. La reducción de 
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los bazos de los ratones con ~~ er2n~b!~~e1!~!· concuerdan 

con los resultados de Elias, Cl985l; Magyar, (1967). 

Aunque en este trabajo no se determinó la concentración de 

.toxina, Kamp y cols <1987) han demostrado que la prueba que 

requiere mayor concentración de tóxina de e~ !!!Yl~QS!~~ es la 

DL50 en ratOn, siguiendo en forma decreciente la prueba en 

la piel de cuye v toxicidad en cultivos celulares• la prueba 

DL50 resulta deterainante, ya que t11 resultado Positivo a 

esta, puede ·su99rir POSitividad a las otras pruebas. Los 

resultados cHi este estudio revelaron que la prueba que 

cHitec:t6 a6s c•as POSitivas para IL &lCSID!Obiate~i!;•• fue la 

prueba de AIR, s89Uida de la Prl.Mba cHi llflt. v por <lltiao la 

de JPC Para fL llYl~isM• las ~.pruebas biol~icas JPC V 

MRL peraitieron detectar a las ciiPas positivas. e Estos 

resultildoS SU9ieren para DL la 

concentraci6n de t6xina no fue suficiente Para dar 111 

resultado positivo en alwunil de la pruebas biológicas 

•ientras - para e .. !l!li!Usis;i!lt la concentración fue 

suficiente Para allbas pruebas. 

otros autores purificaron ll"la toxina de los sobrenadantes de 

f~ !!!!.!l~QS;i~I que presento las aisaas proPiedildeS biológicas 

que "' extracto crudo, pero ellos no afir.aan - se trate de 

una sola t6xina o de varias. CPedersen v Barfod, 1981J 

Rutter v Lutter, 1984• Chantar y cols., 1986• Foged v cols., 

19871. En raz6n a los resultados anteriores se seleccionaron 

4 cepas, 2 con PrOPiedades deraonecrotoxicas v 2 sin •stas, · 

para probarlas en su efecto citot6xico en cultivos celulares. 

Los resultados demuestran que la cepa dermonecrotoxica de D& 



79 

QCQOSbiá~e~iSª tuvo un efecto citotoxico más severo que la de 

mY!~QSiQª• aunque en ambos casos el efecto fue 

observable especialmente en la linea MDBK y en menor grado en 

VERO y PK-15, estos resultados concuerdan con los de otros 

autores, (llna y Zazukhin, 1975;De Jong, 1983; Rutter y 

Rojas, 1983; Vander Heid~en y cols, 1983; Kamp y cols, 1987). 

aunque Penning y Storm han mostrado qlte las células VERO son 

los m•s adecuadas para las capas DNT+. 

Por otro lado, trabajos preliminares <Mendoza y cols., 1985) 

wll<~sri!ifl tiPO "I>". Por lo que se pretendt6 corroborar este 

h9cho, probando al~s de las cepas aisladas en este 

estudio, enc:ontrantrindose un plAs•ido de S.2 kb para f& 

tknica..,leadll no se detect6 nifl9\M'IO. Esta evidencia no ha 

sido previe•ente reportado POr ning(ln autor, por lo que serla 

de· gran ieportancia pera futuros estudios sobre la 

patogenh de la enferlledad. 

La nebulizaci6n ha 110strado ser un buen 111,.todo de inoculación 

pare reproduc:ir enfermedades asociadas el · tracto 

rnpirator"io, Dadiola y PuJols, 19841 Caballero y 

cols.,l98S1 Montaraz v cols, 198S1 Osbor'ne y cols., 19851 

Jer'ic:ho, 19871 Zink y Jage,., 1987>. Con el fin de obtener 

evidencia sobre el establecimiento de la infección a nivel de 

los cor'netes nasales y el pul..On, se realiz6 un experi111ento 

capaz de desarrollar lniones en ratones de 21 dias de edad 

ESTA .TESIS ·16 DEBE 
.SAUI BE LA lH8ll9fECA 
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·atln después de 21 dias posinoculacion, datos que no 

concuerdan con los de Sawata y Kume, (1982); Magyar y co!s, 
/ 

.<1984); l!lias, <1985) Y Magyar, !1987>. Una posible causa de 

esta diferencia, puede deberse a la edad de los ratones, los 

autores antes citados usaron 1·atones de 2 a 5 di as de edad 

mientras que en el presente estudio se emplearon de 21 dias. 

Esto hace pensar qL1e probablemer1te e>:istar1 receptores ¡:•ara 

esta bacteria que se van perdiendo conforme aumenta la edad o 

por otro lado que las cepa utilizada en este trabajo no 

presentara citoadherenci.a, permitiendo una fácil remoción de 

la rn1sma •. Sin embargo el analisis matematico de Jos datos; 

muestra tm comportamiento que se ajusta a una curva 

cuaidrátíca, lo cual harta sospechar que la bacteria 

desaparece de los cornetes nasales y reaparece tiempo 

después. Algunos autores han encontrado un comportamiento 

similar para E:. !!!Y!!<QGÍQª, encontrando.se que esta migra hacia 

las tonsilas regresando después a Jos cornetes <Trigo y 

Pijoan, 1988>. Aunque la concentración de bacteria inoculada 

fue muy alta con respecto a la utilizada por otros autores 

'<Mont;¡¡r;az y cols, 1985), los resultados concuerdan con los 

obtenidos por •stos en el tipo de curva que presenta la 

remoción pulmonar, más no con los tiempos señalados en los 

trabajos. La baja de peso que se presentó en los ratones y 

la alta mortalidad a lo largo del experimento, concuerdan con 

los experimentos de Montaraz y cols, 1985). 

Es claro con los datos obtenidos en el presente trabajo, que 

sera i1DPOrtante en un futuro próximo trabajar a~n más en la 

biologf a del plilSlll'ido encontrado, con el fin de obtener mayor 
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informacion y hacer estudios al respecto de la 'toxina de e .. 
m~l~2~!9s Y el papel que desempeña en la enfermedad. Es 

importante señalar que· con mayor e>:perimentación se podria 

de:most.rar la hipbtesis de que las tonsilas sirven como 

reservorio natural a ambas bacterias, para su establecimiento 

final en los cornetes nasales. 

Por ultimo es importante señalar que aunque actualmente se 

conoce ya bastante sobre los agentes etiológicos involucrados 

en esta enfermedad es importante continuar ,con ·la 

investigación en este campo para establecer M6s claramente 

los mecanismos de patogenicidad de estas bacterias. 
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CONCLUSIONES 

-En este estudio se determinó la patogenicidad de cepas de 

campo de ªºrg@t~!!ª ~r2nsb!§gEtisª Y 

aisladas de cerdos con problemas 

encontrandose lo siguiente: 

Eª§t~yrg!!ª mH!tgs!gª 

de Rinitis Atrófica 

Se aislaro11 e identificaron cepas de E ... !!!H!t2s!Qª tipo "D" 

Y cepas de ~~ QrQD~b!§~ei!~ª' productoras de 

derrnonecrot.ox i na. 

La frecuencia de aislamientos fue 

t!rgns;b!§geiisª a part.ir de cerdos jovenes, 

mY!~QS!Qª se aisló de cerdos adultos. 

mayor para 

mientras c¡ue 

Las tres pn1ebas biológicas probadas para identificar 

t6xinas bacterianas arrojaror1. 

El· efec:t.o citot.óxico de sobrenadantes bacterianos se 

observó c:larament.e en la linea celular MDBK. 

- Se prc•bó un modelo de infección de ratones con aerosoles de 

§.._ !;!rgnsb!a!:!et!Sª• No.se logró reproducir la atrofia de los 

cornetes, sin embargo la bacteria se replico en los pulmones 

causando un 43. 7 Y. de mortalidad y una not.able disrninucio del 

peso corporal. 
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