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RESUMEN

En este estudic se determind la patogenicidad de cepas de
tipa “D" EIETSE;E'Ee'ZI'EEFEEs'ESE cuadra clinico de Rinitis
Atré&éfica (RA) & identificadas por pruebass bicquinicas. En
20 de los casos =e aisld B, bronchigeptica, en 3 (7 X)) P.
multocida v «h el 444 restante ro hubo aislamientos. Las tres

cepas de B, multecida correspondieron al serotipe “D", todas
las cepas de P, multocida vy B. bronchiseptica resultaron

ser rroductoras de dermonecrotoxina. La accidn de la
dermorecrcoctoxina fué demostrada por endurecimiento en piel de
cuye (IFPC), muerte en ratdn lactante (MRL) y atrofia del bazo
en ratdn (ABR); para IPC resultaron positivas 12 de 20 con
aislamientos de B, bronchiseptica y 2 de 3 de P, multocida,

para la prueba de MRL 15 de 20 de B. bronchiseptica v 2 de 3

de P, multogida vy la prueba de ABR 17 de 20 de B,

braonchiseptica v 3 de 3 de P. multocida. El andlisis
estadistico (X¥i cuadrada) reveld que cualquiera de las tres
pruebas bioldgicas se pueden utilizar para detectar cepas con
dermonecrotoxina. Se seleccionaron 4 cepas, dos de ellas
patbgenas, de estas cepag sélc la cepa (Vo) de P. multocida
patbgena presentd un  pliésmido de aproximadamente 5.2 Kb,
mientras que las otras tres cepas nho presentaron plésmide., El
estudio de citotoxicidad en cultivos celulares de estas
mismas cepas mostrd que solo la cepa 4 de B, bronchiseptice
ratbigena produjo un marcade efecto citotdxico en la 1linea
celular MDBKR, moderado en la VERO v leve en las PK-1S
mientras que la cepa Vo tuvo un moderade efecto citotdsico
en las células MDBK y leve en las otras dos. El  estudio por
medio de aerosoles de infeccidn a ratones de 21 dias de edad
por medio de aerosoles con la cepa 4 de B. bronchiseptica
demostro, que la inoculacién de S5 x 1010UFC de B.
bronchiseptica, mno fud capaz de producir ninguna lesitn en
los cornetes nasales de los ratones. La remocidn de la
bacteria de los pulmones presentd 4 fases, dependientes del
tiempo: una de crecimiente rapido, uha disminucicn, un
aumentoe ligere c¢on una fase estacionaria y firnalmente un
dascemnso del numerc de bacterias en los ultimos dias. La
baja de pPeso fue significativa en los animales infectados,
ademas se presentd una alta mortalidad de los animales en el
transcurso del experimento.
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" ABSTRACT

This study was aimed at identifing toxins from field straine
with atrophic rhinitis. Forty one pigs with clinical symptoms
of the disease ware sampled; 20 (492 yield B.
Bacterial toxinas were identify by three biclogical assays:
a) Induration and necrosis of guines pig skin (IPC test); b)
Dead of suckling mouse (MRL test); c) Spleen atrophy in mice
(ABR test). Twelve B, bronchiseptica cultured surparnatants
were positive in IPV test, 15 itn MRL and 17 in ABR. In the
casa of P. multocida, < were pogitive in IPC and MRL tests
and none in ABR. No statistical differences were found amcns
the three assays. Culture surermatants from ohe gpogitive and
one hegative towin strain of either B, bronchizeptica and o
multocida were tected for citotmac affect om MDEE,  VERD and
PK-13 cell lines. B. tronchisaptica pogitive strain showed
severe cytotoxic effect on MDBK, moderate on VERD and liaht
on  PK15. P nultocida positive strain @ showed moderate
cytatoxic effect on MBDE and light on VERD and PE-15 cell
lines. The same four strains menticned above werwe studisd for
the presence of plasmide; orly P, multocida toxin positive
strain showed one of 5.2 Kb, Amn attempt was made to reproduce
atrophic rhinitis 1like lesions in mice infected with a B,
ard could also be recovered from nasal washingis: high
mortality and body weight lost was obzerved, howavwer
turbinate bones atrophy was not detected.
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1. INTRODUCCION
1.1. RINITIS ATROFICA.

1.1.1. Definicidn.

Es wuna enfermedadad del cerdo caracterizada potr atrofia
en los tornetes nasales, ha sido reconocida desde hace casi
130 afios v fué descrita como "Schnuffelkrankeit " en Europa
Central (Franque, 1830). La rinitis akrdfica (RA) e una
enfermedad infecciosa y contagiosa, awmpliamente distribuida
en la poblacidn porcina caracterizada por atrofia en los
cornetes nasales vy en casos rarcs, ramificacidn hacia el
Praimaxiliar nasal o el hueso maxilar. Los cernetes ventrales
inferiores son los que se encuentran afectados mas
comunente.  Ern brotes moderadoce a sevares, puede obszrvarse
cierto grade de distorsidn facial (incluyendo braquignatia
suparior “mandibula coréa" y desviacidén lateral del morro) y
ocasionalmente hemorragi; nasal (Leman y cols., 1981;

Smith, 1980) .

1.1.2. Distribucidn e Importancia.

La Rinitis Atrdfica, es una enfermedad de distribucion
mundial (Pedersen y Elling, 1981). Se reportd en Estados
Unidos de Norteamérica (Dovle vy cols., !944) y en Inglaterra
(Anon, 1954) siendo subsacuentemente reconocida en otras
dreas del mundo que cuentan con una produccidn importante de
cerdos. La condicién precisa de la atrofia ha sido debatida
activamente en eéte siglo y su entendimiente todavia permence

incompleto. Se ha dicho frecuentemente que la rinitis



atrofica, lleva & un retrasco en el c¢recimiento de
aproximadamente 5 %, aunque en Japdn se ha encontrado hasta
un 10% (Leman y cols, 1981). Existen otros reportes donde el
retraso de crecimientc es muy poco o ne lo hay, aun en
animales con rinitis atréfica severa (Schofield, 19563

Pearce, 19673 Straw, 1984).

1.1.3. Influencia Ambiental.

La mayor frecuencia de esta enfermedad esta dada en dos
estaciones del aPie, primavera e invierno. El estres aumenta
la severidad de las lesiones de los cornetes nasales, ademds
de otros factores ambientales que influyen en la presentacién.
v severidad de las lesiones. Los factores mas significatives
Jue agravan la enfefmedad son la mala ventilacibn e
irritacién de la mucosa nasal por materia particulada
suspendida eﬁ'el aire (Martineau,1982). La frecuencia con la
que se infectan los cerdos en las 4 primeras semanas hasta
las 10 semanas de edad es cerca del 55-95%, del S al 6 mes
de edad del 30 al 35% y del 8 él 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 produccion, cuando los cerdos estan confinados en
lugares Pequeﬁo;. En const;ucciones pobremente veﬁtiladas
Smith y Giles, (1980) y Penny, (1977) identificaron algunos
factores ambientales que tienden a predisponer la severidad

de la RA:



Incremento
Pequeflas y cerradas
Expansidn de la piaras

Alta proporcitn da lecho-
nes

Destete en grupos.

Frecuencia de movimiento y
mezclados.

Sistemas intensivos interncs
Hacinamiento

Ventilacidn pobre vy
temperatura no controlada.

Higiene pobre, pPoca desin-
feccidn.

Decresento
Piaras grandes y abiertas
Tamafo estatico de las piaras.

Principalmente cerdos viejos

Destete en camada.

Poco movimiento y no mezclados
Sistemas abiertos

2
Baja carga animal por m

Buena ventilacidn y control de
temperatura

Buena desinfeccién e higiene

1.1.4. Agentes Etioldgicos Involucrados.

Se han realizado muchas investigaciones dirigidas a la

definicion precisa del o

responsables de la RA.
influir
Se ha
infeccioso, mas que-
cols.,1966).
Se  ha

infecciosos tales como:

los agentes

Mientras algunos
la geveridad v expresidn clinica

establecido que la condicidn erimaria eg de

un  desorden nutricional

tricomonas

" micFobhiolbgicos
factores puaden
de la enfermedad.

caracter

(Brown vy

sefalade la posible asociacidn con agentes

(Switzer, 1931}, 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 P,

con las que se ha podido




desarrollar la atrofia experimental de los cornetes nasales
de cerdo y ratdn, cuandc han sido inoculados - cultivos puros
por via intranasal (Sawata y Kume, 1982; Semjén y Magyar,
1985; Montaraz, 1986 y Switzer, 1922), '

La RA se ha asociade a las téxinas de P, multocida v B.
bronchiseptica, reportadas comoc responsables del cuadro
rinitico, { Roop y cols., 1987). Un grupc de investigadores ha
demostrado quie los cerdos inoculados desarrollan
frecuentemente en los primeros dias de vida, atrofia leve de
los cornetes y que en cerdos de mas edad se dgsarrollan

‘lesiones més ceverasz (Lemarr y cels,, 1981). Se ha observado
e€n cerdos lactantes es la presencia de la RA puede resultar
de una infeccidn mixta de cepas toxigénicas de Pagteurella

multocida v Bordetella bronchiceptice (Whittlestone, 1981).

Se ha discutido mucho.el que B. bronchiseptica cea el agente
etiolégico primario en la atrofia de los cornetes de los
cerdos en el campo (Switzer y Farrirgton, 1972). La invasidn
secundaria por otros mierorganismos como P. multeocida, se

lleva a cabo después de una infeccién por B, bronchiseptica
{Martineau, 1982; Runnels,1982), siendo muy importante para el
desarrollo e intensificacidn de 1la rinitis atréfica,
(Gois;1983; Harris vy Switzer,1968; Nielsen, 1976; Schoss,

1984).



1.1.5. Modo de Infaccibn.

La principal formz de transmisidn de la enfermedad de
cerdo & cerdo, es por medio de aerosoles. infectados, los
cerdos expuestos pueden desarrollar rinitis catarralf
faringitis vy otrag alteraciones antec de.producirse rinitis

atrofica (Harris y Switzer, 1968; Martineau, 19382).

1.1.6. Patogenia de la Rinitis Atréfica.

Recientemernte se han enggntrado en P. multocida tipo "D"
y B. bronchiseptica ;a produccién de dermonecrctoxinas
capaces de producir lesiones severas en los cornetes nasales
{be Jong, 19803 Schos y Thiel,1984; Nakai v cols.,1985). Las .
cepas de e. multocida tipo "D" que producen la

,dermonecrotoxina DNT(+), colonizan la nariz de cardos

mglgggigg en cerdos gn6tobioticos, ha provocado la atrofia
marcada de los cornetes (Martineau, 1982).

Duncan vy cols (1965 y 1966), wutilizando la tincidtn de
énticuerbos fluorescentes, encontrardtn  en cerdos B.
bronchiseptica sobre el epitelio de los cornetes nasales Y
en la traquea. El organismo no parece invadir el tejido
subyacente. También se ha encontrade que »esba bacteria,
modificd los cilios de la mucosa nasal..Una evaluacién de los
osteoblastos y osteocitos del hueso de cerdos infectados con
B. brﬁnchiseetica, mostré distensibn del = reticule

endoplamico, de las mitocondrias y -lisis celular (Fetter y



cols.,ié?&).

Se ha encontrado una variacidm en la patogenicidad de B,
.Qggggbiggegigg aislada de las secresiones nasales de cerdos,
cansiderados libre de la enfermedad clinica (Little, 1979),
Inoculaciones intranasales en cerdos, gatos, coﬁejos y ratas
han producido atrofia de los cornéﬁes nasales en forma ligera
y moderada (Ross y cols., 1967).
agente primario en el desarrcllo da la rinitis atrdfica
progresiva, que presenta lesiones de moderadas & severas, es
per.‘nontc y afecta a la produccidn porcicola. Estas lesiones
tambié¢n se han observado cuando las dos bacterias han sido
inoculadas ihtranasal-ontn a cerdos jovenes. Al respecto
cuando fueroﬁ inoculados los cerdos con cultivos pures de P.
multocida tipo “D" la bacteria se adhirié al epitelio nasal,
debido a la infeccidn previa de B, bronchiseptica, las
lesionas fueron muy severas en los cornetes con desviacion
del morro (Maniats y Johnson,‘ 19805 Rutter y Rojas,1982;
Pedersen y Barfod, 1981; Rutter, 1983).

Los autores que han trabajado la hipttesis sobre la
atrofia progresiva, sugieren que el dako de la mucosa nasal
en ceaerdos jbvenes es proroada por B. bronchiseptica, en
adicibn a los_ irritantes que se encuentran en el medio

ambiente u otras infecciones (Gois y cols; 1983).
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1.2,1. Caracteristicas Generales de Bordetella

1.2.1.1. Clasificacién.

Bordetella bronchiseptica fué aislada e identificada como

Bacillug bronchicanis por Ferry por primera vez en 1910. Este
nombre fue seleccionado porque se aisle del tracto
respiratorio de perros. Después organismos cor
caracteristicas idénticas fueron descritos y aislados del
tracto respiratorio de cuyes, monos y humanos por Ferry, en
1912~1913, E1l organisme fue reclasificado varias veces,
Alcaligenes bronchisepticus. Bergey  (1925),  Brucella
bronchiseptica. Torley vy Wilson (1929), Alcaligenes
brorchicanis, Hauet (1935). v Haemophilus bronchisapticus,
Wilson v Miles (1946). Estas clasificacionesz se realizaron en
base a la morfolosia, crecimiento y caracteriszticas
bioquimicas. Pero su nombre actual fue dado cuando Moreno-

por ser el primerc en ‘aislar el crganismo (Pittman,1974) vy

para los mamiferos.

1.2.1.2, Habitat.

En cerdos B, pronchisegtica se aislo por vez primera de
pﬁlmones neumdnicos (Thorp y Tanner 1940; Phillips,‘l943) y
aunque ecte organismo es patdgeno ocasional en las
bronconeumontas primarias de éerd05‘j6venes, puede tambidén

actuar como un patdgeno del tracto respiratorio inferior en

animales viejos. Esta bacteria fue aislada primero de  la



cavidad nasal por Switzer en 1956, quién demostrd  la
habilidad de ecte orgarismo para inducir cambios
hipopldsicos (atrafia) en los corhetes y consecuyentemente se

le consideré comc patdgeno primaric en la rinitis atrofica.

1.2.1.3. Morfologia.

Bordetella bronchiseptica es un cocobacilo , ho produce
esporas, Pleomdrfice, en crecimiente sobre medio sdélido, se
presenta principalmente en forma cocoide, de un tamafio de 3.0
For 0.5 um a 0.§ X 0.72 um a 0.5 x 0.4 ump algunas formas
filamentosas tienen en promadio un tamafo de 0.4 x 8.0 um
(Ritcher vy Kresy, 1967), presenta motilidad positiva, por
flagelos peritricos. ‘Estudios con microscoplia electrdnica,
han mostrade flagelos, en donde se puede observar una triple
hélice con direccidn a la izquierda teniendo un promedio de

diametrc de 13.9 mm (Labaw y Mosley, 19555 Goodnhow, 1980),

1.2.1.4. Caracteristicas de -Cultivo.

' La identificacion de B. bronchiseptica de aislamiento
primario, se ha reportado como mas diflcil, que las cepas
mantenidas en el laboratoric. Cuando estas bacterias crecen
sobre agar sangre las colonias suelen ser hemoliticas
desarrollando bun promedio de didmetro de 0.2 mm en 2 dias

aproximadamente. Sin embargo Simpson vy Simmons (1976),

reportan un aislamiento de cultivos primarios en muestras

nhasofaringeas, las cuales produjeron colonias no hemoliticas,

no caracteristicas » pero que ceorrespondlian a B,



9

soh caracteristicas y de apecto rugoso o lisas. A las
coloriias  lisas ce lec he designado como de fase I y son
vitulentas vy las coloniass rugosas como de fase IV vy son
avirwulentas (Parker,1976), Malcase (1957), designa como de
fase I a las coleonias lisiss que son patbgenas para el raton,
come oe Fase IV a las coloni &s rugosas que no son  virulentas
para el ratdn. La fase | «=s5 extremadamente inestable y se
trans Forma rapidamente a fise= I IIX vy IV. La fase III se ha
encentrado asociada coh inWEigeos capsulares o  antigenos
somit icoE o bien con ambos, la fase IV & colonias rugosas,
han =ido considaradas com d: Fase IIT celular vy a las. que

les faxltarm dnicamente los ant= lgersos flagelares.

1.2.1= 5. Antigenos.

Los miembros del jéreero Bordetella poseen
caracteristicas antigénicas ==isi Jares, cada especie posee un
Antigerc O somdtico termees=tible, una dermonecrotoxica
termeol &bil y un aglutindgeno t-armoldbil comin, ( Ferry,1918;
Elderirg, 19423 Hoiby y cols . 19763 Olsen vy cols.,1976), sin
embargcs  «cada especie tlewen un aglutindgeno  especie-
especi Fico y otros 10 aglutim«jersos estan presentes en las
tres esgpecies (Pittman,1974), las diferencias dé estﬁactura
mor foldgica y antigénica se el a la f;ase colonial v fueron
medidos corr stieros monoespecizFlcos; los resultados indicaron
y una Fase rugosa. Las células_lisas facse 1 v 2 poseen un

antligeno idéntico L (capsular -termoldabil ), antigenos, H, S,
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{de superficie. termoestables) y anmtigencs 0 ,0 v 0 . Las
1 5 7
ctlulas de la fase 11X , fueronh divididas antigenicamente. en

tres grupos mas, fase III-1 (antigenas, H, 0 y Q) y 1la
1 7 :
fase III-2 (antigenos H,05 v 0 ). Las células rugosas de la
7
Fase IV poseen Jnicamente O y Q. Las propiedades
1 ]

antigénicas de B. bronchiseptica, son variables por el tipa
de nutrientes usados para su crecimiento vy por el nimero de
pases seriados hechos en el laboratorio en medios de
crecimienta. Ademds cepas de laborateorio han fallade en la
aglutinacion con  suereo preparade contra cepas aisladas
frescas. Un antigeno (FProteina de membrana de 68 Kd) de B.
bronchiseptica, fue identificado mediante el uso de un
anticuerpo monoclonaf que recohoce dos determinantes que no
cruzar entre si, Ecte anticuerpo tambieén reacciond con
proteliras hom&logas de B. pertussis pero no con otros 12

orgarismos de otros génercs de bacterias (Montaraz y

cols.,1965).

1.2.1.6. Enzimas b4 Toxinas.

Todas las especies de Bordetella sintetizan por lo menos
una toxina} la cual es similar quimica y bioldgicamente al
lipopolisacarido de otvros Gram negativos (Evans y Mai, 19395
Maitiand y Maclennan, 1960). Ademds de una tdxina termoldbil,
preparada a partif de e#tractos libres de B, bronchiseptica y
ELI pertussis Qque ha resultado ser téxica en cuves y en

ratdén, produciendo lesiones dermonecrotéxicas, cuando la

toxina es inoculada intradérmicamente a estos animales.
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Cuande la toxina fue inoculada intravenosamente en corejos,
inicialmente =e indujo wuna hiperglicemia, con posterior
hipoglucemia y acabando finalmente en la muerte. El factor
inductive a hiposlucemia fue reducide o eliminade, cuando se
calentd.la toxina a 55 0C / 30 mins.( Oddy v Evans, 1940). La
toxina fue sensible a la formalina, no fue antigénica, vy
perdié la potencia después de la filtraci¢n através de un
filtro-Seitz-E-R. En contraste, Evans (1940) encontré® que B.’
bronchiseptica formalinizada fue antigénica y una antitoxin#
.asi preparada bloqued la téxina de gl_ bronchiseptica, ademas
de neutralizar a las téxinas de todas las especies de
Bordetella. Se ha descubiertp wa gran actividad de
adenilatociclasa en cultivos en fa;e I en las tres aespecies
de Bordetella, que liberan esta enzima al fluldo, excepto B.
pertussis, que produjo mas actividad intracelular (Endoh vy
Eols, 1380). Cultivos en la fase III de estas especies no
tienen actividad enzimatica extracelular e iétracelu]ar. Han.
sido descritos 3 tipos de aglutindgenos en B. bronchiseptica
y son los siguientes: antigéno flagelar II, antigeno 0 de
superficie vy un antigerc termoestable (Eldering,1942; Lautrop
Y Lucas,1960). Debido a que B. pertussis v B. parapertussis
son inmdviles, carecen por le tanto del antigeno H, pero las
tres especies de Bordetella, tienen un antigenc 0 compartido
similar, vy una tdéxina antigénica, termolabil, hemorragica (
Eldering, 1938). Cada especie mostrd un antigeno K  mavor

diferente, con variaciones en los nimeros de antigenos

parciales K (Anderse,1953). Un total de 14 antigenos K, han
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1.2.2. Participacién’ de Bordetella bronchiseptica en 1la

Rinitis Atréfica.

La bordetellosis y 1la RA han sido estrictamente ligadas
en muchisimas ocasiones como virtuales sinbnimos (Ogata vy
cols, 19703 Switzer v Farrington, 1975; Switzer, 1981). Ura
parte sustancial de esta opinidr se sostiane en el oveste de
Eurcopa vy de una manera extensa v precisa se ha involucrado,
este microorganismos en la RA (Dore, 1979; DelJohns y cols.,
1976; Tornoe y cols, 19763 Giles y cols, 19803 Woodmins,
l990t Pedersen y Barford, 1981; Rutter, 1931; Whittlestone,
1982). Aurque esta opinidn es variada en cuanto a la
naturalééa exacta de eéta relacidén o asociaéidn.

Este microorganismo esta asocciado con infecciones
raespiratoerias en animales, particularmente RA de cerdos (
Chang v cols.,1975;  PRermis V-RPPEI,1977). Esta enfermedad
esta caracterizada por atrofia de los huesos de los cornetes
nasales, pheumonia y crecimiento retardado (Foged vy
cols.,1987; Pedersen vy ceols.,19801). La prevalencia de B.
palses con una alta productividad. Estudios en los Estados
ﬁnidos en el cultivo de muestras nasales de cerdos jdvenes
se ha demostrado en el 25 al 544 de los animales (Ross vy
Harris, 1969) y en cerca del 11% de 1los cerdos adultos
(Farrington vy Switzer, 1977 y Jenkins vy cols, 1977). Los
resultados de las ' estimaciones en el oeste de Europa

¢ muestran umna alta prevalencia (Cameron v cols., 1980). En el



Este de Inglaterra en los cerdos de engorda, se estimdé que
el 49% de los mismos cerdos alberga el microorganismo (Anoh,
1954} .
ror aerosoles. La alta prevalercia de la infeccitn ‘en cerdos
en desarrcllo, sugiere que la transmisidn puade ccurrir en
cualquier edad, pero es mas probable en cerdos Jjbvenes
suseptibles, en los cuales se produce wuna activa rinitis,
con estornudos, por lo que la enfermedad puede distribuirse
rapidamente (Smith y cols, 1982). Los factores que
predisponen a la infeccidon pueden ser divaersos pero el mids
importante parece ser la edad; la- habilidad del cerdo
lactante a resictir la infeccién, depende no unicamente del
desafio, también del grade  de proteccién pasiva
proporcionade por la cerdas que se encuentran infectadas en
la piara (Guiles , 19381). .
Las observaciones sobre la gnfermedad e;perimental sS0N
numerosas, ast como los efectos clinicos y paboloéicos de la
infeccibn estan bien documentado;. Esta bacteria ha cido
ampliamente aislada de cerdos jévenes con rinitis atrdfica en
brotes de la enfermedad, en cerdos con neuomonla vy eh
animales sin signos clinicos de la enfermedad. Este
microorganismos también es un patdgenc.potencial en otros
mami feros, incluyendo peFro,‘gato y ratas }Goodpon,1980).

La patogénesis de B. bronchiseptica en la cavidad nasal
ha sido estudiada .en detalle, particularmente en cuanto a la

naturaleza y el efecto de los factores tdxicos del
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arganismo y el daHo.osteob]astico producido en el desarrolle

del hueso. Sin embargo el mecanismo preciso por el cuadl el
microorganismo produce las lesichaes en los cornetes
Permanece incierto.

Se considera que la colonizacidn de B. bronchiseptica en la
cavidad nagal ccurre por adherencia del microorganisgo, este
gse unae preferentemente a las células de los e;;telios
ciliados (Yokomizu y Sh{mizu, 1979)., Esto es seguido por la
multiplicacidn de la bacteria sobre la superficie de la
mucosa y produccidn de cambios inflamatorios
proliferativos v degenerativos en el epitelio naszal,
incluyendo la peérdida de cilios (Duncan vy cﬁls. 196€;
Edingten y cols, 1576) El organismo no es considerado un
invasor de tejidos profundos, esto supone que en la mucosa
elabora un factor agresive o una toxina que se extiends al
tejido oséo de los cornetes y es respohsable de la
osteopatia (Harris y cols, 1971).

Extractos libres de células en fase I de esta bacteria, .
contienen una tdéxina termoladbil, dermonecrotdxica, que es
probablemente un factor importante en la patogénesis. Cuando
este extracta fue inoculado intranasalmente en cerdos,
desarrollaron lesiones nasales similares a la RA {Hanada vy
cols., 1979; Nakase y cels., 1980). Existen aigunas
variaciohes en la toxigenicidad de las diferentes fases de B.
Q;Qggblggggigg aisladas de cerdos; cepas en fase I son mas
toxigénicas que las de fase III (Rutter y Colling, 1983), pero

aparentemente no existe diferencias entre las cepas de las



piarag con y sin RA (Rubter v cols., 1982).

Por largo tiempo <ce ha considerado (Schofield y Jones,
19500 4que wna ostecgenesis deficiente, en lugar de una
osteclisis marcada, es el \pecanismo fundamentalmente basico
en el desarrcllc de.la hipoiasia de los cornetes en cerdos
joveres. Dbservaéiones ultraestructurales tienden. a
confirmar esto, loé estudios han revelado que los
osteocblastos (en el interior del periosteum), son las células
donde ocurren las anormalidades en la rinitis hipopléstica
inducida por ‘§; bronchiseptica (Fetter y cols., 19793
Silveira y cols., 1982). Se presume que el factor toxico o
toxicoe liberados por €l microorganismo pueden inducir estos
cambiog en los osteoblastos difernnciados. 1a actiQidad de
fosfatasa alcalina 06 los huesos de los Eornetes se presenta
disminulda en 4 dlas después de la infeccidn experimental con
la bacteria . Esta actividad enzimdtica se incrementa 2
semanas después de la infeccidn , sin embargo, la accibn del
factor toxico sobre los ostecblastos es de duracion mas
limitada que la persistencia de la infeccion (Silveira vy
cols.,1982).

En 1975 Switzer demostrd que -la rinitis atréofica se puede
inducir en el laboratorio, por medio de cultivos puros de
la bacteria apl?cada a los corhetes nasales, el papel
erimario de la B. Qgégghiggagigg en cerdos no fue sin

embargo . completamente aclarado. Durante el . siguiente a0

Switzer fu& époyado por otros investigadores alrededor deil
mﬁndo (Brassine y cols.,1976; McCandlish y cols.,1976; Tornoe

Yy Nielsen,1976).'
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El papel de B, bronchiseptica como patdgens primaric en las
infecciones resrpiratorias en animales de laboratorio ha side
ya aceptado' (Fisk y Soave, 1973} . Las laesiones
dermonecrétoxicas producidas  por  la  DNT, asi como las
reacciones advertas sistématicas, han sido observadas en
animales de laboratoric, después de inyectar la tdéxina.

Las obserQaciones realizadas sin embarge solo permiten
especular que la toxina esta involucrada en los mecanismos
ratogénicos involucrados en la atrofia inducida por B.
bronghiseptica en los telidos de los cornetes rasales de los
cerdos (Skelly y cols.,1980).

Recientemente, un investigador realizd estudios in viva,

v usando un extracto 'sonicado libre de células de B.
bronghiseptica, este fue inoculado intranasalmente en cerdos
joévenes que se observaron durante 60 dlas, vy se encontrd una
variacién en la fragilidad de los cornetes nasales de los
animales tratados.. El extracto fug fraccionado, en un
componente endotdxico v uno dermonecrotéxico termolabil. Al
ihocular la parte endotbxica a ratohes jbvenes, no
desarrollaron lesicones de atrofia en los corrnetes nasales,
mientras que si se desarrolld una severa atrofia de cornetes
nasalas con la toxina dermonecrotdxica (Nakase vy cols.,
1985) . Harris v cols., (1971) proponen que B.
Qggggbiggegigg libera un factor toxico, que altera la
formacidn normal del hueso del cornete nasal, el dafio seria

producide por la DNT termoladbil en lugar de la endotoxina,

ademds de otros factores tdxicos que son producidos por, la B,
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bronchiseptica.

También se ha demostrado  que la administracidn
intravenosa de - histamirnagenos, con B. bronchiseptica,
praduce un incremento sigmificativo en el gradoe de descarga
de receptores irritantes en el pulmdn. Este estudio sugirid
que existe uﬁ factor sensikle a la histamina es producida por
la B, bronchiseptica (Dixon y cals., 1979).

Otros autores, infectando a ratonas lactantes de 2 a § dias
de edad ﬁor via intranasal con un cultivo de B.
bronchiseptica obtuvieron lesiones histopatolbgicas
semejantes a las ocasionadas por la rinitis atrdofica (Sawata
y Kume, 1982; . Magyar y cols, 1984; Magvar, 1987). Por otro
lado tambiéan se detectd una disminucidn en el peso de: los
bazos de los ratores infectados y por Gltimo, ratones
intracerebral o intravencosa murieron. ( Elias, 19853 Magvar,

1987} .

1.2.3. Estudios de Inmunidad en Bordetella bronchiseptica.

Las bacterinas que s= han utilizado de B, bronchiseptica,
para prevenir la distorsitn facial vy la atrofia de los
cornetes hasales, sole han mostrade que disminuven la
infeccidén en la membrana nasal (Hanada y qols., 1979). Harris
y Switzer (1969), no pudieron inducir resistencia nasal,
contra una infeccién con B. bronchiseptica en cerdos
vacunados por vla intramuscular, con una bacterina a base de
células completas v sin adyuvahte. En éstudios posteriores

. Harris v Sﬁitzer (1972) demostrarch que reduce la infeccidn
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nasal en cerdos vacunados subcutaneamente con otra bacterina
a base de células sonicadas.

La” prevencion. de la infeccidm de la mucosa del tracto
repiratorio por la B, bronchiseptica (pulmdn, fradquea, o
cornetes nacaleg), parece ser depender de la inhibicidn de la
adhesibn y colonizacidn Por la bacteria. Se cuenta con
pocos reportes de una infeccidn septisémica, la inhibicidn
de estas infecciones parece ser dependiente de una actividad
localizada de aglutininas, antitoxinhas humorales o factores
irmunes celulares. Los preparados de antigencs de B,
bronchiseptica han sido administrades en una variedad de
formas, con y sin adyuvante y por diferentes vias de
administracién. Se han realizade estudios de inmunidad con
al uso de Ag de B, pertussis (Harris y Switzer,1972). Se han
usado ' vacunas de B, bronchiseptica viva avirulenta o de
subunidédeé, para inmunizar cerdos, cuyes y Pperros
Barcovich y Oosterwoud,1977; Pedersen y Barfod,1977; Goodnow
y cels., 1979; Giles y Smith,1982),

Laz células completas thactivadas quimicamente de B.
bronchiseptica, con advuvante completo de Freund o hidréxide
de aluminic, han side utilizadas exitosamente para inmunizar
Euyes l contra la muerte, pero no de la bronconeumenia,
resultante de una infeccién natural o inducida en ei
laboratorio ( Ganaway, 1965; Little,1975; Fitzi,1975; Giles vy
Smith, 1982).

Con el uso de un anticuerpo monoclonal se ha identificade un

antigeno ( una proteina de membrana de 68 kd) presente en B,

bropchiseptica v también en B, pertussis vy B. parapertussis.
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Este anticuerpo protege a ratones de la infeccion por aerosol
con B. bronchiseptica con mortalidad reducida y lesiocnes
leves en cornetes. El antigeno de membrana de B.
bronchiseptica se purificé por cromategrafia de afinidad vy
Qe evalud al inmunizar ratones que fueron desafiados,
ihtraperitonealmente v por aerosoles con B. brenchiseptica.
La inmunizacion con el antigeno de 68Kd en adyuvante
incempleto de Freund, reduijo significativamente los niveles
de mortalidad en los ratones desafiados intraperitonealmente,
En el modelo de infeccidn por aerosoles, la inyeccitn del
antigeno 68kd con adyuvante completo & incompleto de Freund o
con  saponina redujo las cuentas bacterianas en el pulmén d;

los ratones desafiados infectados. Estos resultados sugieren

que 1a proteina 68kd puede corresponder a un antigeno de
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1.3.1. Caracteristicas Generales de P. multocida

1.3.1.1. Morfologia.

ror la infeccion, se observa como un cocobacilo requefio,
aproximadamente 1.0 um de longitud v 0.5 a 0.8 um de ancho.
Son bacterias gram negativas e irmbviles, sin embargo, 1la
mor fologia de estos microorganismos es variable ya que si son.
aislados del tracte respiratorio superior de animales
clinicamente sancs se cobservan como bacilos relativamenta
largos, que miden aproximadamente 5 um de longitud y 1,0 uwum

de ancho (Buxton y Fraser, 1977; Nicolet, 1985).

1.3.1.2. Antigenos.

determinadas  por estudio; inmunolégicos empleando pruebas de
hemgaglutinacitn indirecta, de autoaglutinacion en presencia
de acriflavira y de irhibicion de la formacidn capsular por
hialuronidasa. Mediante  estas pruebas se han encontrado

diferencias entre tipos de esta especie, caracter izando
cuatro tipos en base a pruebas de proteccibn en raton, loé
tipos de Roberts: I,II,1II1 y IV, pero si se relaciona cot
antigenos capsulares son los tipos de Carter: A, B, DyE,
correspondiendo una y otra clasificacién de -la siguiente
manera: I con B; II con A; III con E v IV con D. (Roberts,
1947; Carter, 1955; Carter, 1957; Carter y Subronto, 1973;
.Carter y Rundell), 1973).

Se han estudiado doce tipos de antigenos somdticos

denominados del 1 al 12 (Namioka v Murata, 1961). Mediante
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pruebas de inmunodifusion vy extractos salinos de células
capsuladas y no capsuladas formalinizadas y calentadas a 100
c durante una hora, se han determinado diez y seis (1-16)
tipos somaticos de P. multocida de origen aviario

(Heddleston vy cols., 1972).

1.3.1.3. Toxinas.

En Europa, 5@ ha demostrado que las pasteurelas aisladas’
de casos de rinitis atrofica pertenecen al serotipo D, vy se
caracterizan por producir toxinas que se identifican por
medio de pruebas bioldgicas, como la produccion de una lesion
dermonecrbtica (DNT) (de Jong y cols., 1980); inoculacién
intraperitoneal a ratones para estudios de letalidad
(Rutter, 1983) o pruebas de toxicidad en cultivos de tejidos
‘(Lastra y Pijoan, 1984). Nakai y cols., - (1986), hars
purificado una toxina DNT+ a partir de extraétos obtenidos
por sonicacion de P, multocida tipo D (cepas SP-72 y 4745a) vy
de Bordetella bronchiseptica (cepa L3),1las propiedades
fisicoquimicas de la toxina de P. multocida fueron: PM de
166,000 d, punto isoeléctrico de 4.7 a 4.8 vy reaccidbn de
absorcion a 280/260 nm de 1.89 en relacibn a B,
bronchiseptica de 190,000 d, de 6.5 a 6.6 y de 1.93
respectivamente. Esto ﬁugiere que se trata de glicoproteinas
que tieﬁen propiedadés biolbgicas y actividades toxicas
similares, perﬁ dif{eren una en pruebas de neutralizaéibﬁ
cruzada. En trabajos similares realizados por Niels v cols.,
{1936) se encon£r6 que l; DNT+ de P, multocida tipo P (cepa

45/78) obtenida de sobrenadantes, tuve un PM de 143,000 d'y
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concluyeron que resultd similar en cuante & actividad
bioldgica, pero di?erente en propiedades quimicas,
probabiemente debido a las diferentes cepas de P, multocida
estudiédas Yy @a que la sonicacién de un cultivo en fase
exponencial pudiera llevar a la liberacién de una toxina
intracelular activa, pero va preformada. - . '

La caracterizacidn del lipopolisacdrido (LPS) 'de
algunas cepas de P. multocida (14 tipo A; 11 tipo B; 5 tipo D
y 3 tipo E), bhan revelado la presencia de moneosacaridos como
la g9lucosamina, 9galactosamina, L-glicero-D-mannoheptosa, D-
glicer&-b~mannoheptosa, glucosa y galactosa, 1lo que ha
parmitido subdividir esta especie en cuatro tipos quimicos
(I-IV), sin embargo'no ce encontré una equivalencia con los
saerotipog de Carter (Erler y cols.,,1977). Tambi&én se ha
encontrade en las cepas aviarias una eﬁdotoxina {de cepas

capsuladas y no capsuladas) que se ha relacicnade con la

viruleﬁcia en el Célera Aviario (Rebers y Heddleston, 1974},

1.3.1.4. Material Extracromosomal.

En México, Mendoza (1985) aisld una exotoxina en los
sob.enadantes de cultivos de 18 horas; los hallazgos hicieren
pensar que la fraccién de PM de 22,000 d fue la causante de
la reaccion dermonecrotéxica en la piel de cuye (DNT
positiva). Esta actividad se perdid con el tratamiento con

" tripsina, pepsina v elevacién de temperatura, coincidiendo
con los resultados de Rutter (1983) y Van der Heyden y cols.,

(1984), ademds en este trabajo la cepa control de P.

multocida tipo . D mostré tener un plasmido de un tamafo de
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alrededor de 5.2 Kb en geles de agarosa, esﬁa ban&a parece
ser rasponsable de la presencia (DNT) en el plasmido que dio
una reaccibn dermonecrbtoxica en la piel de cuye en
compatacidn con la cepa "curada" (tratada con 400 dg de
naranja de acridina), no mostrd la presencia de plasmido y
no mostréd la reaccidn en la piel de cuye. Ademds con la
pérdida del material extracromosomal, se perdid la
resistencia a varios antibidticos , lo que sugiere que estos
factores estan en el mismo pldsmido. En un estudio en Estados
Unidos, en dode se aislaron 58 cepas de P, multocida serctipo
3 de pavos, encentraron la presencia de plasmido R, en dode 7
de estas cepas, se encontrd recistencia a estreptomicina,
tetraciclinas y sulfonamidas, (Hirsh y cols.,1984). También
se ha demostradoc en cepas de P, haemolytica aisladas del
tracto respiratorio de ganado vasuno resigtencia a
tetraciclina v ampicilina, codi?icada en DNA extracromosomal
(Richards y cols,1984;Boyce y Marter, 1986). En otro estudia
con 5 cepas de P, haemolytica, solo tres de ellas

presentaron plasmidos medianos conh resistencia hacia algunos

antibidticos (Jackwood vy cols., 1987).

1.3.2. Importancia de Pasteurella multocida en la Rinitis

Atréfica.

en las neumonias del cerdo. Normalmente, el microorganismo

esta considerado .como una bacteria incapaz de invadir el

pulménh a menos que exista un factor predisponente (Rose,

1984), Sin embargo se ha demostrado que B, multocida es el
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principal agente involucrado en las “"neumonias crénicas" del
cerde (Pijoan, 1985). Estudios microbiolt®gicos vy patolbgicos
realizados en pulmones neumdnicos, colectados de rastros, han
demostrado que una serie de microorganismos estan asociados
al proceso neumdnico y los andlisis dé correlacidn
estadistica comprueban que B, multocida es el udnico agente
responsable de las lesiones severas en la "neumonia cronica®
(Morrison y cols.,, 1995).

Las caracteristicas biotipicas de P. multocida aisladas
de cerdos como son: la produccion de toxinas, y otras vya
descritas (Buxton y Fraser,1977) son importantes en la

virulencia de la misma, pero solo en la rinitis atrdfica y no

en las neumonias. Se ha demostrado que las cepas de P

tipo D toxigénicas (DNT+), sin embargo, estas no son

patdgenas para el pulmén (Pijoan, 1985).

La flora nasal del cerdo rinttico se compone en un 80X -

de gL multocida tipo D y 20% de tipo A v mientras <que la
flora pulmonar del cerdo neumdnico es 55% de tipo A y 154 de
tipo D. Se ha demostrado que ésto se debe al comportamiento
del macrdfago alveolar ya que ésta célula es capaz de
fagocitar rapidamente a las cepas D pero no a las cepas A,
aparentemente debido a que las cepas A poseen una espesa

cadpsula ' de acido hialurdonice que las proteje de 1a

fagocitosis (Pijoan, 1985). Por otro lado los macroéfagos

alveolares no son susceptibles a la accidén de la toxina que .

producen las P. multocida tipo D (Pijoan, 1984).

En el caso de la rinitis atrofica, se ha demostrado que




la invasidn secundaria por P. multocida, se llevaria a cabo

después de una infeccidn con B, bronchiseptica, induciendo
lesiones mas severas e intensificando el desarrollo de la
atrofia de los cornetes, estos estudios sugieren que [
multocida, Jjuega un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad, {(Pedersen y Barfad, 1981; Martineau, 1982;
Runnels, 1982; Rutter y Rojas, 1982). Estudios con cepas
toxigénicas de P, multocida inoculadas despuéds de la
irritacién con acido acético, han inducido el desarrollo de
la rinitis atrdfica, asociada con la reabsorcidn inicial dél_
hueso v con la falla de la osteogenesis, debido al daMo sobre
lﬁs osteoblastos (Switzer v cols., 19753 Smith y cols.,
1982). Por otro lado, - no se ha encontrado que B, multocida
proeduzca una  resplesta inflamatoria en el desarrollo de la
rinitis atréfica v si un factor que estimula la reabsercion
del huesc vy suprime la sintesis ostecide (Pedersen y Elling,
1984).

Mediante microscopla electrdnica, se ha encontrado la
presencia de fimbrias en P, multocida que se han asociado a
su  patogenicidad, (Comunicacidn personal Pijoan y Trigo,
1935). A  pesar .de esto es dificil de llevar a cabo la
colonizacidn en las fosas nasales de cerdos sanos con P,
multocida, a menos que se combine con Bordetella

bronchiseptica ©c. que se prasenten otros factores

predisponentes (Rutter, 19833 Pijoan y Morrison, 1985).
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l.4. Aerosoles y su Importancia en las infecciones

respiratorias.

La diseminacion se produce de las infecciones respiratorias
por los microorganismos inhalados y depende de la
éroduccibn de particulas coloidale;, liquidas o solidas,
.suficientemente pequefias ser capaces de pPermanecer
estables en el aire por periodos de tiempo relativamente
largos (Thomson y Gilka,1974). ' La generacidn de aerosoles se
lleva a cabo a trives del reflejo de la tos y el estornudo y
puaden ser expelidas a la Atmosfera mis dé un milldn de
gotas de un tamafio entre | vy 15 um (Gerone y ;ols..!?é&f.

En el tracto respiratorio, la velocidad del aire es
suficientemente elevada para formar aerosoles que pueden ser
inspirados o expirados durante la vrespiracidn normal, al
menos en los animales donde 1la 1longitud del aparato
" respiratorio superior es considerable (Grey y Thomson, 1971).
El 48% de las particulas que se generan en la cavidad nasal
presentan un tamafo que puede variar entre 0.5 a § um de
didmetro, a causa de la evaporacidn quedan reducidas a lo que
se ha denominado "Nucleos de Gotas"; este tamaffo 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 aerosocles de
distintos tipos vy se han clasificadas como monodispersos,
aquellos en.los que la mayoria de las pgrtlculas tienen el
mismo tamgﬁo: polidispersos aqueilos_que no son 'homoéeneos

(Mercer,1973).
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1.4.1. Distribucion y mecanismos de depbsito de las
particulas inhaladas.
El iugér de deposicién depende de las propiedades fisicas de
la particula, asi como de la profundidad v frecuencia de la
respiracidon . Las particulas mayores a 10 um de didmetro son
retenidas en el aparato respiratofio superior, esto se
explica por los cambios bruscos de direccibn y turbulencia
del flujo de aire en los cornetes, laringe y bifurcacion
bronguial. Las particulas comprendidas entre 2y 0.5 um
pueden alcanzar el alvéolo y las particulas menores de 0.5 um
tierden a ser retenidas en lugares préximos a bronauios
terminales o bien salir expiradas (Hatch,1961). La velocidad
del aire va disminuyendo paulatinamente a 1o largo de las
vias aereas, hasta ser practicamente hula a nivel del
alvéolo, v éolo un 107 del volumen inspirado es recambiado
con el volumen residual del pulmdh vy se considera que la zoha
de reemplazo es minimo en esta zona alveclar (Durnill, 1979),
y depende de la profundidad vy frecuencia respiratoria ,asi
como de la especie animal, péso corporal vy factores
ambientales (Phillis, 1976).
Para explicar los mecanismos de depbsito de particulas en el
aparato respiratorio se se han propuesto : impacto dg
sedimentacibn ¥ movimiento Browniano. La importancia de
. estos mecgniSmos dependera del tamafio , forma, densidad,
solﬁbiiidad, estructura de la superficie v tension

superficial, asl como de la velocidad del flujo &ereo y de
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laz caracteristicas aercdinidmicas de las vias respiratorias.
El impacto ocurre primerc en la nariz vy vias respiratorias
superiores, por este mecanisme se deposita el mayvor ntmero de
particulas y se considera como la fuerza a la que es
. suspendida v es bruscamente desviada, como ocurre en cornetes

nasales y bifurcaciones de bronquios (Dunill,1979).

1.4.2. Aerosoles = Bacterianos

La posibilidad de diseminacion de una infeccidn bacteriana
aerdgena, esta relacioﬁada con la viabilidad de la bacteria
én el aerosol, y disminuye con el tiempo. La disminucidn de
la viabilidad bacteriana depende de la fase de crecimiento en
que se encuentre o las caracterlsticas del aire en que esta
suspendida, como serlan: temperatura, humedad relativa vy
especie bacteriana de la que se trate (Goodlow, 1961).

En experimentos realizados con Pasteurella baemolytica se
demostré que la viabilidad de la bacteriaysolo se afectd
levemente después de la aerosolizacién y los porcentajes de
recﬁperacién bacteriana mAs bajos se obtuvieron con cambios
de alta a baja temperatura durante la aerosolizacién (Jericho

y ¢o0ls.,1977).

1.4.3. Modelos Experimentales de remocion Bacteriana

Diversas adaptaciotes se han realizado para aerolizar a
grandes especies y medir su remocidn, asi como para controlar
-las condiciones de la aerolizacidén: humedad, temeperatura del
aire, velocidad de flujo de presién del aire y aparatos para
4recuperar las bacterias aerclizadas. Los aerosoles han sido

ampliamente utilizados por diferentes autores, para llevar a
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cabo diversos experimentos, (Beara y Easterday, 1965; Lillie
y Thomson, 1972:; QOsborne y cols.,1985; Jericho, 1987; Zinck y
Yaker, 1987). Los experimentos gofisticados hs 1levade
recientemente a utilizar ﬁebulizadores ultrasdénicos que
permiten controlar el tamafo de la particula y obtener una
mayor densidad del aerosol (saunders y Sebunya, 1983). La
determinacién de la remocidn bacteriana del pulmén es un
método “in vivo" que se utiliza para medir la velocidad a la
cual las bacterias inhaladas desaparecen del tracto
respiratorio. Con este método se puede evaluar la capacidad
del pulmén para inactivar las bacterias en ¢l depositadas,
puede calcularse el numero de microorganismos depositados vy
los ‘lndices de retencidn-remocidn de baétérias a distintos
tiempos pocexposicidn . Como desventaja cabe apuntar que
aste método por s1 solo ho pueda diferenciar que mecanismo de
defensa pulmonar esta afectado y en que proporcidn el aparato
mucociliar o el sistema de fagocitocsis, esta actuando (Lbpez
y cols.,1976; Jones, 1983; Jericho, 1987).

lLLos factores que determinan la remocidn pulmonar de bacte-
rias, y con allo el establecimiento de la infecciétn o por lo
contrario la eliminacion bacteriana serian : la concentra-~
cidn y volumén del indcule, virulencia de la bacteria y el
estado de los mecanismos de defensa del pulméh (Green vy

cols., 1973; Nugent y Pesanti, (1932).
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2.0. OBJETIVOS.

La rinitis atrofica, enfermedad infectocontagiosa,
ampliamente distribuida en la qulacidn porcina se
caracteriza por producir atrofia en los cornetes nasales asi
como una baja en los parametros'productivos (Goodnow, 1980;
Leman v cols, 1981 y Trigo y Pijoan, 1988). En México nho hay
informacidbn disponible en cuanto a las propiedades de las
cepas de B. bronchiseptica v P. multocjda tipo "D" asociadas
con rinitis atréfica por lo que el presente trabajo persigue
los siguientes objetivos:

Objetivo General:

Determinar la patogenicidad, mediante la identificacion de

toxinas, de cepas de Pasteurella wmultocida y Bordetella

rinitis atrofica.

Objetivos Particulares:

1. Encontrar similitud ¢ diferencias entre las toxinas de
las cepas de ambas bacterias por medio de tres pruebas
biolégicas como son: Induracién y Necrosis én piel de cuyes
Muerte de ratén lactente y Atrofia de bazo en ratores de 21

dias.

2, Indagar si en P. multocida y B. bronchiseptica, la
produccidn de las dermonecrotoxinas (DNT) estan codificadas
en DNA  extracrosomal y ast comparar los patrones
electroforetiﬁos en geles de agarosa por medio de su

extraccion,
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2.0. OBJETIVOS.

La riﬁitis atrofica, enfermedad infectocontagiosa,
ampliamente distribuida en la poblacidn porcina se
_caracteriza por producir atrofia en los cornetes nasales asi
como unha baja en los pardametros productives (Goodnow, 1980;
Leman y cols, 1931 y Trigo y Pijoan, 1988). En México no hay
informacion disponible en cuanto a las propiedades de las
cepas de B, bronchiseptica v P. multocida tipo "D" asociadas
con rinitis atréofica por lo que el presente trabajo persigue
los siguientes objetivos:

Objetivo Gensral:

Determinar la patogenicidad, mediante la identificacién de
toxinas, de cepas de Pasteurella multocida vy Bordetella
bronchiseptica, aisladas a partir de cerdos con problemas de
rinitis atréfica.

Objetivos Particulares:

1. Encontrar similitud & diferencias entre las toxinas de
las cepas de ambas bacterias por medio de tres prueba;
biolégicas como son: Induracién y Necrosis én piel de cuye;

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

dias.

2. Indagar si en P, multocida vy B, bronchiseptica, la
produccidn de las dermonecrotoxinas (DNT) estan codificadas
en DNA extracrosomal y asi comparar los patrones
electroforeticos en geles de agarosa por mnedio de su

extraccibn.,
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3. Demostrar el efecto citotdxico de las téxinas de ambas

bacterias en diferentes lineas celulares.

4, Evaluar un sicstema de infeccidn por aerosel con

Bordetella bronchiseptica en ratones y emplearle para

desarrollar un modelo esperimental de rinitis atréfica.
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3.0 MATERIAL Y METODOS
3.1.0 Coleccion de Muestras en Granjas

Para determinar la presencia de Bordetella bronchiseptica v

secrecién nasal de cerdos de diferente edad (S5 dias, )
semanas y S meses) de una granja con rinitis atrdfica,
ubicada en Cuautitlan de Romero Rubio, Edo. de Méx. Las
muestras se colectaron en forma aséptica desinfectandov con
alcohol al 70% el rodete v las fosas nasales. De cada cerdo
sa tomd la secrecidn nasal con un hisopo y se depositd en un
tubo con caldo nutritive como medio de transporte, todas las

muestras se almacenaron a 4 C ( Runnell. 1980).

3.1.1. Clasificacion de las Muestras

La clasificacidn primaria de las muestras se hizo atendiendo
al aspecto clinico que presentaban los cerdos como:
estornudos, secrecidn nasal, dificultad en’la respiracion y
la ‘deformacidn de los cornetes . De acuerdo a este criterio
41 muestras se etiquetaron come "Rinitis Atrdéfica" de
diferente 9grade y los restantes 20 lechones sinh signos

clinicos aparentes sirvieron como controles.

3.1.2. Aislamiento

Las muestras se sembrarcon en agar Mc Conkey al 1% de glucwusa
Yy agar gelosa sangre (57 de sanére de bovino v/v),
incubandose éstas en aerobiosis a 3700 .A las 18 horas vy
abservando el aspecto de las diferentes colonias aisladas se

subcultivaron ‘en nuevas placas de agar Mc Conkey y agar

sangre (Cowan y Stell, 1974).
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3.1.3. Idemtificaciédn por pruebas bioguimicas
En relacidn a lo publicado por diversos autores, se determiné
que las pruebas minimas para la identificacién de las

espaecies de Pasteurella y Bordetella deberian incluir @

Tincidn de Gram, oxidasa, catalasa, oxidacidn-fermentacion,
motilidad, crecimiento en agar Mc Conkey, hemdlisis en agar
sangre al 3%, indol, ureasa, produccién de Hﬁs, produccion de
acido a do a partir de glucosa, sacarosa, m;nitoi, rafinosa,
trehalosa y arabinosa. También se tomaron en cuenta las
'Earactertsticas menos objetivas como morfologia colenial vy
aroma del cultivo (Mc Allister y Carter, 1974; Cowan vy Steel,
1974; Carter, 1975; Simmons y Simpson, 1977; Thigpen y cols.,
1978). )

3.2.0. Tipicacién de Pasteurella wultocida, tipo "D*

3.2.1. Prueba de Hialuronidasa Testicular Bovina
La hialuronidasa testicular bovina se disolvid en solucidn
salina amortiguada (PBS) pH 7.2 & una concentracidn final de
1000 UI /ml . La_solucién se esterilizd por filtracidh con

membranas Millipore de 0.22 um de diametro. Pagteurella

multocida se sembrd en agar infusidn cerebro corazén (BHI),
en estria y en el centro de dicha estria se depositéd un
disce de #épel da filtro estéril en el se depositarom 20 ul
de la solucidn de hialuronidasa testicular bovina. Las placas
se incubaron a 37 C y la lectura se realizd a las 24 horas;
Se congidero ,‘positiva 1a prueba cuando el Area de
descapsulacion, alre&edor de la estf!a. fﬁe superior a un

centimetra ( Carter y Rundell, 1975).



2.2 Prueba daAhcriflavina

. ‘multocida se cultivd en caldo BHI y 24 horas después el
cultivo se centrifugd a 1000 x g durante 45 min. E1l liquido
sobrenadante se descarté dejando una pequefia cantidad del
mismo para resuspender las bacterias. A cada tubo se le
agregd un veolumen igual de acriflavina 1:1000. Los tubos se
agitaron y la lectura se reslizé después de 5 y 30 min. de
incubacidon a temperatura ambiente. Un precipitade éranular

ge@ tomd como resultado positivo (Carter y Subronto, 1973},

3,3.0 Pruebas Bioldgicas pPara la Identificacion de la DNT
3.3.1 Produccion de Exotoxina Dermonecrotdoxica (DNT)

Para detectar cepas de P, multocida tipo “D" v hgi

siguid la técnica de De Jong y cols.(1980)., Se cultivaron
las' bacterias en céldo BHI durante 18 horas a 37 C, el
liquido sobrenadante se centrifugé a 3000 x g durante 45 min.
y se filtré con membrana millipore de 0.45 um de diametro. El

li{quido sobrenadante ce sometit¢ a las siguientes pruebas:

3.3.1.1. Prueba da 1n DNT en la piel da cuya

Los cuyes se rasuraron en la regidn dorsal (lomo) vy se
dividid en 6‘ Areas en las que se inocularon ﬁor via
intradérmica 0.1 ml del sobrenadante filtrade. A las 24 y 48
hrs. se observd 1a presencia de una reaccidn  cutdnea que
consitid en ¢ eritema, edema, induracidn y necrosis (Prueba
de Induracidn en piel de cuve, IPC). Las reacciones

eritematosas, con endurecimiento de 1 cm de didmetro se
M
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consideraron positivas, repitiendose las que dieron

reacciones de 0.5 cm (De Jong, 1980).

3.3.1.2. Pruebas de Letalidad en ratén lactante.

Ratones lactantes (de tres dias de edad), cepa NHI-3 se
dividieron en varios grupoﬁ, cada uno formado por 4 ratones y
a cada uno de ellos se le inoculé por via intracerebral 0.1ml
de los sobrenadantes de ambas bacterias. Los ratones
controles se inocularon con PBS pH 7.2. Los resultades se
realizaron de las 18 a 24 horas. La reaccién positiva, se
detaermind por la muarte de los ratones (MRL) (Nakai y cols,
1984). Los ratones controles se inocularon con solucién PBS

PH7.2.

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

Se formaron grupos de 4 ratones cepa NIH-3 cada uno, a los
cuales se les inoculd por via intra peritoneal a cada ratdn
0. iml del sobrenadante filtrado. Daspués de 7 dias
posinoculacién, los ratones se sacrificar&n, se colectaron
los bazos y se midieron. Los bazos que presentaban un 25 %
de reduccion en tamafio (atrofia), se consideraron como

positivos a la prueba (ABR) ( Nakai y cols., 1984).

3.4.0 Seleccién de P. multocida y B. bronchigeptica

Las cepas seleccionadas se identificaron como "patbgenas",
cuando resultarbn positivas en los parametros de IPC, MRL y
ABR . Asimismo se seleccionaron cepas que fueron negabivag a

IPC, MRL y ABR que se identificaron como "no patdgenas “.
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(Nakai y cols, 1984).

3.5.0 Presencia de Plasmidos en P. sultocida vy
bronchiseptica

El aiclamientc del material genético extracromosédmico (DNApP).

Se realizéd por la téchnica de lisis alcalina de Birnboim and
Doily (1979), en las ceras estu&iadas. Un cultiva de 5 ml de
18 hrs, se centrifugd a 3000 x 9 / 30 min., y se cosecharon
las bacterias, se resuspendiaron en 200 ul de la solucidn A
(Glucosa S0 mM; EDTA 1| mMs Tris 10 mM pH 8; Lisozima S5 mg/ml)
por 5 a 10 min, agitando suavemente, se agregaron 400ul de 1a
solucién B (SDS 1%F/V en NaOH 0.2N) v se dejb reposar durante
10 min., después se le adicionaron 300ul de la solucibén €
(Acetato de sodio 3M pH 4.8) e inmediatamente que se formé el
codgulo, se agitolentamente, evitando romperlo y la formacidn
da  emulsidn, sé congaeld en hielo seco-etanol de 1 a O min.,
se descongeld vy se tomd el sobrenadante pasandole a tubos
Eppendorf estériles, se centrifugd nuevamente a 12000 x g,
. durante 15 min., el sobrenadante se pasd a tubos nuevos y se
agregd S00 ul de éﬁanol absoluto (-70 €), se descongeld de S
a 19 min. en la mezcla etanol-hielo seco, se descongeld vy se
lavd  tres veces con etanol frio (-20 C) al 90% ,con previa
centrifugacion, se dejo secar la pastilla y se resuperdit en
Tris- EDTA (20 ul), posteriormente se tomaron 7 ul de la
muestra resuspendida v se le agregd de § a 2 ul de colorante
(mezcla de xilencianol y azul de bromofenol 1:1) en glicerol
al 20%. en un gel de agarosa al 0.7% con 10 pocilles se

colocaron las muestras en cada uno de ellos. En un pocillo
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se colocd el genoma del fago restringido con la endonucleasa
Hind IIT. Se corrid el gel con una fuente de poder durante
45 min., a 89 volts, después de determinada la corrida, se
‘ revelé con bromurc de etidido a una concentracidn de 0.5
mg/ml, =e lavo con agua destilada el gel y se observd en un

"transluminador de ultravioleta.

3.6.0 Efacto da la Dermonecrotoxina an Cultivos Celulares.

Se cultivaron lineas celulares PK-15 , VERO y MDBK en medio
minimo esencial (MEM) de Eagle con sales de Hank's
surlementado con Piruvato de sodio 1 oM, 10% de suero de
ternera y antibidticos (penicilina 100 Ul 7/ ml y
estreptomicina 100 ug/ml) en botellas FALCON de 75 mm
(Corning, USA). Una vez formado el monoestrato se le retird
el medio de crecimiento, se lavd dos veces con PBS, (pH 7.2)
y se ihoculd 0.1 ml del sobrenadante extraido de los cultives
de P. multocida v B. bronchiseptica. Los cultives se
incubaron 1 hora a 3700, durante un maximo de 10 dias y se
revisaron diariamente para observar la aparicién de efecto

citotédxico (Pennings vy cols.,1984).

3.7.0 Estudio de 1la Infeccitn de B, bronchiseptica en
‘ ratones por wsedio de aerosoles.-

3.7.1. Camara de aerolizacidn,

Para 1la infeccion por aerolizacién de los ratones se empled
una camara rectangular de mnmetal, herméticamenfe sellada,

cuyas dimensiones estdn especificadas én la Figura No.1. La
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FIGURA No.1.-VISTA DE FPLANTA DE LA CAMARA

bronchiseptica. SE EMPLEARON S ml, DE

SUSPENSION DE Exié UFC/ML PARA INOCULAR A 46
RATONES‘ DEL GRUPO II A UN FLUJO DE 0,5 ML /

MIN. EL GRUPD CONTROL, SE AEROLIZO EN LAS
MISMAS CONDICIONES PERO EN LUGAR DE EMPLEAR LA
SUSPENQION BACTERIANQ,. SE UTILIZ(Q CALDO BHI

ESTERIL.
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camara esta formada de una tapa de.cristal con sello de
heopreno, un nebulizador (Devilbiss Mod 645 ) conectado a una
perforacibn lateral por medio de tubertias de latex para
entrada y salida del aerosol, rejillas para prevenir
accidentes con los ratones y bafles deflectores parabdlicos
en las esquinas que evitan 1la acumulac&bn del aerosol en
estos lugares. En la parte de salida del aerosol va conectado
un matraz Kitasato con formaldehido al 10X, para inactivar a
las bacterias. bEl flujo de aire para la produccidn del
aerosol se generd con una bomba compresora (modelo B-131
Industria G, Murgla, :S.A.) ajustada a 14.3 PSI 3 Kg/cm. Se
empled una bomba de vacid a 3 Kg/cm para aliviar la presion
generada en 1a camara, vy propiciar la extraccion de las

bacterias.

3.7.2, Evaluacidén y Estandarizacidon del 81s€nna{

La evaluacidon del sistema se efectud formando dos grupos de
10 cajas de petri para cada uno de los dos experimentos v se
procedio de la siguiente manera:

Grupo 1, Control negativo : aerosolizado com S ml de medio
liquido estéril (BHI) durante 10 min. Antes de la
aerolizacion se coleogaron cajas de Petri con 1 ml de caldo
BHI estéril dentro de la camara en diferentes posiciones,
para recibir el aerosol suspendido. A partir del medio de
cultivo depositado en las cajas a$SQIizad§s, se prepararon

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

de 20 ul en placas de agar sangre. Despuds de un periodo 18 a
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24 horas de incubacién a 37 C, se determinaron las UFC/ml.
Grupo 2 : aerosolizade con § ml de una suspensidn de
cién de 5.3 x 10 UFC/ml, durante 10 mins.

De igual forma antes de la aerolizacidn se colocaron las
cajas de Petri com 1 ml de caldo de cultivo estéril y se
colocaron en diferentes posiciones en la camara para poder
comparar las UFC presentes en cada posicién. A partir de las
bacterias depositadas en las cajas con medio de cultivo, se
prapararon diluciones de base 10 hasta 1| X 1010 y se
inocularon 3 gotas de 20 ul en placas de agar sangre vy
McConkey, tras 18 a 20 horas de incubacidn a 3700 se

calcularon las UFC/ ml.

3.7.3. Patron de Remocion de Bordetella bronchiseptica en
ratones.

3.7.3.1. Animales.

Se utlizaron 60 ratohes machos de 9 a 14 g de reso de 21 dias

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

forma aleatoria se formaron dos grupos, una de 46 ratones

para la infeccidon 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 libitum".

3.7.3.2. Preparacion del Indculo.

Con - un asa metdlica se tomaron S colonias de la cepa 4 de

sangre, c¢on las que se indculo un matraz nefelomdtrico que

contenta 50 ml de caldo BHI. Este se cultivé en agitacidn a
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3700 y 120 rpm, hasta fase estacionaria, determinada por
nefelometria a 660 nm en un espectrofotébmetro. En la fase
estacionaria, el contenide del matraz se centrifugb durante
45 min. a 3AS00xg. El paquete bacteriano fue lavado dos veces
con PBS (pH 7.2),‘ en el que finalmente se resuspéndieron las
bacterias para obtener una concentracion final de bacterias
de 5x1010 Unidades Formadoras de Colonias por ml (UFC/ml).
3.7.3.3. Aerolizacion.

De la suspensidn bacteriana ajustada y lavada, se tomaron 5
ml con los que simultaneamente se aercolizaron los 46 ratones
del experimento. Después de 10 min. de nebulizacion, los 46
animales se sacaron de la camara y se pusieron en sus cajas
con agua y comida. Se formé un grupo de 14 ratones de las
mismas caracteristicas que fueron aerolizados con medio de
cultive estéril (BHI), bajo las mismas constantes (t = 10 min
y C = 5ml). De igual Fforma los +ratones Fueéon sacados de la

camara y puestos en sus cajas correspondientes.

3.2;3.4. Remocion en Pulmén.

De ambos grupos, se sacrificaron por desnucamiento 2 ratones
a las 30 min, 1, 3, S5, 7y 14 dias post-desafio; los
restantes en el grupo experimental a l6s 21 dias. En una
campana de flujo laminar se desinfectéd el cuerpo del ratén
con aicohol etilico al 70%4. vy en una mesa de diseccién se
incidié la cavidad abdominal v por seccidn de la arteria
renal izquierda se desangréel ratén. Al completarse el
desangrado se abri¢ la cavidad toracica y de ella se extrajo

el paquete cardio-pulmonar, cuidando de o seccionhar el
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estfago. Del paquete extraldo se elimiraron el corazén, les
grandes vasos, la traquea vy la porcidén extrapulmonar de los
bronquios colocando el resto en un morteroc Ten-Broeck estéril
que contenia 5 ml de PRS. Los pulmones se homogeneizéron con
15 golpes de morterc; los homogeneizados se diluyeron en
base 10, hasta la dilucidn 1010 en PBS. De cada una de las
diluciones, se sembraron trez gotas, en placas de agar sangre
que se incubaron durante 18 horas a 3700. El conteo del

namero de unidades formadoras de colonias por gota (UFC/gota)

se realizd después de diche perlodo de incubacidn.

2,7.3.5. RemoCion en Cornete Nasal.

A los mismos ratones utilizados para el estudio de remocidn
bacteriarna en ePpulmon se las decapitd y €= disecéd la regidn
correspondiente & los cornetes hnasales. Sosteniendo esta
regidn con unés pinzas estériles, se lavaron con 1 ml de PBS
contenido en una jeringa de i'ml. Pel lavado se realizaron
diluciones en base 10, hasta la dilucgién 1010. -De las
dilucionas se sembraron 3 gotas, 20 ul/gota, en placas de
aga. sangre y placas de Mc-Conkey, que se incubardn durante
18 horas a 3700 » ¥ se calculd el nimero de bacterias por
cornete. ‘

3.7.3.6. Efecto en el creciaiento de los ratones infectados.
Tanto los animales el grupc experimental y como les 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 Histopatoldgico.

Después de que los cornetes fuerdn cortados se les quitaron
las bigotes, <ce fijarén. Y se conservaron en formaldehtido al
10% en PBS durante dos semanas. Despué de lavarlos de 4 a 6
veces con agua de la llave, se descalcificaron en solucidn
LORCH (Ac. citrico,, NaOH 0.2N, HCl 0.1N, Znsﬁ 1% y CHC}
0.1%), la que se cambiaba cada tercer dia durant: 3 semanas?
También se fijardn muestras de higado y bazo, 1os que junto
con los cornetes descalcificados se incluyeron en parafina y
se procedid a realizar cortes de 6u que fueron tefidos con
hematoxilina-eosina. Para catalogar el grado de atrofia,
hemorragia, edema, pleuritis y perivasculitis se establecié

un sistema de puntuacién de 0 a 2.
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4.0. RESULTADGS.

4.1. Aislamiento Bacteriano.

Se tomaron muettras de 41 cerdos que presentaron problemas
climcos de rinitis atréfica. Para la identificacién de P.
multocida v B, bronchiseptica., se emplearcon como criterios
de identificaci¢én las carachteristicas bioquimicas que se
muestran en el Cuadro No.l. En 12 de los 22 cerdos de S5 dias
de edad, S de 5 semanas de edad v en 3 de los de S meses se
aislé B, bronchiseptica, mientras sue B. multocida se aisléd
de 3 de los 4] cerdos; dotc fueron cerdos adultos y uno de S
dias de edad, de este waltime también se  aisle B.
bronchiseptica. En 18 casos no hubo aisiamiento . En estos

resultados se puede notar que B, bronchiseptica resultdel
aislamiento mas frecuente en los cerdos jovenes v F.
mglggéigg enn los cerdoz adultos. La distribucidn de las P.
se resumen en el Cuadro No.2. Tanto los cerdos sin el cuadro
clinico como los 18 restantes de los 41 cerdos, se aislaron
cepas lLact sugestivas de coliformes, En relacidn a la
tipificacitn, las tres cepas de P. multocida fueron del
serotipo “D".

4.2, Identificacidén de la DNT.

LLos resultados de las tres pruebas bioldgicas realizadas
para detectar la producciédn de toxina para cada una de las 3
cepas de P. multocida v las 20 cepas de B, bronchiseptica
aisladas de cerdos de tres diferentes edades se muestran  en

log Cuadros No. 3, 4 vy 5, donde cada cepa esta representada

con una clave.
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CUADRO Nao. 1. RESULTADG DE LAS PRUEBAS BICQUIMICAS UTILIZADAS

PRUEBA Bordetella bronchiseptica Pasteurella multocida

Crecimiento en

McConkey ‘ (+) (-
GRAM -) ()
FORMA COCOBACILO ' €OCUBACILO
MOTILIDAD (+) : ‘ (=)
o/F F ' F
CATALASA (+) o (+)
0XIDASA (+) (+)
INDOL (-) (+)
HS (=) (-)
] L
UREASA t+) - ‘ -)

CITRATO (+) : Co =)

- i e o o e T o A o e o e — et e — e —— . ———



46

bromchiceptica Y

Y

N3. e Cerdos
muestreadc

S semanas S . a 8§ 16
5 meses a z , . s s
TOTAL ] 20 (43.7%) 3 (7.3%2) ] 23 41 (100%)

e e e - - e -



ABR:
B
P

ATROFIA DE BAZO DE RATON.
B. bronchiseetica
P. multocida
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. CUADRO No. 3. RESULTADOS DE LAS TRES PRUEBAS BIOLOGICAS
REALIZADAS FARA DETECTAR LA PRUDUCCION DE TOXINA CON 3 CEPAS
DE P, multccida v 20 cepaz B. bronchiseptica, AISLADAS DE
CERDOS DE 5 DIAS,

CLAVE GENERO MRL ABR IPC
7 c<m.
a B 3:4 32,43 0.2
12a B 3:4 43.24 0.9
RE B Q:4 35.13 1
Ni B Q:4 29.72 a
++ B 2:4 44,59 1
- ___' _______________________
Mu P 0: 4 S. 40 i
i+ B 0:4 28.37 Q
- B 2:4 32.43 0
19a B 2:4 27.02 1.2
*
NS B 0:4 33.78 0
2la B 2:4 33.78 1
* Cepas aisladas del mismo cerdo
IFC: ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE
MRL:; MUERTE DE RATON LACTANTE



48

CUADRO No. 4. RESULTADOS DE LAS TRES PRUEBAS BIOLOGICAS
REALIZADAS PARA DETECTAR LA PRODUCCION DE TOXINA EN CEFAS DE
P. multocida vy CEPAS DE B. bronchigeptica, AISLADAS DE

CERDOS DE 5 SEMANAS.

CLAVE  GENERO MRL ABR IPC
e e e S, S
A U
SR S Ao sen 0
A S s
__isb Bz 22.97 1
B e A

Ra 20N B 3:4 50.00 1

IPC: ENDURECIMIENT(O Y NECROSIS EN PIEl. DE CUYE
MRL: MUERTE DE RATON LLACTANTE ’

ABR: ATROFIA DE BAZ0O DE RATON.

B - ¢ B. bronchiseptica
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CUADRO No. 5. RESULTADOS DE LAS TRES PRUEBAS BIOLOGICAS
REALIZADAS PARA DETECTAR LA PRODUCCICN DE TONINA EN CEPAS DE
multocida y CEPAS DE B. bronchiseptica, AISLADAS DE CERDOS

CLAVE GENERO MRL ABR IPC
____________________________________ KO i
v B 2: 4 37.?3_ o
! SO oz B
N3 B 0:4 2027 o
oo D el o s A °
A G S °.
ve P 4:4 14,86 1.2

IPC: ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE
MRL: MUERTE DE RATON LACTANTE

ABR: ATROFIA DE BA20 DE RATON.

B : B. bronchiseptica
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Los resultados de la prueba de atrofia de baze (ABR) en

ratones de 21 dias incculados con gobreradantes de cada una

aisladas de campo, se muestran en el Cuadro No. 6. E1 tamaRo
de bazo de los ratores infectados con cada cepa (4 ratones
por cepa) se compard con el tamafo del bazo de ratones sanes,
por médio de un andlisis de varianza se determind que una
disninucion de 0.46 mm del tamaRo de bazo neormal fue
estadisticamente significativa (P<0.05). Los bazos normales
midierorn en promedio 1.85 sm +/- 0.46mm es el 25) de esta
cantidad por lo que se considerd una prueba positiva cuando
se obtuvo‘una reduccidn de tamafe o atrofia de bazo mayor del
2%%.. be las 20 cepas de B. bronchiseptica v de las 3 de P.

multocida se encontraran 15 vy 2 DNT positivas, por esta

pruebha respaectivamente. En la prueba de mortalidad en . ratdn

lactante 13 de las 20 ceras de B. bronchiseptica v 2 de 3

S50%Z por lo que se comsideraron positivas. La prueba IPC se
consideré DNT positiva cuando se obtuve un halo de
endurecimiento mayor o igual a 1.0 cm.. De acuerdo a esta
prueba 12 de las 20 cepas de B. ggg_gb;ggeg;gg y 2 de las 3
cepas de P. multocida resultaron DNT positiva (Cuadroc No. 7).
Se utilizé una prueba estadistica (Xi) cuadrada para comparar
las proporcioﬁes de DNT positivos y negativos detectados por
cada prueba, dando como resultade que no existe una

diferencia estadisticamente significativa entre las tres .

pruebas biolbgicas.
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CUADRG No. 6. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ATROFIA DE BAZ0 EN
RATONES DE 21 DIAS INOCULADOS CON SOBRENADANTES DE 20 CEPAS

DE  Bordetglla bronchiseetica v 3 CEPAS DE PBasteurells
multocida*
Promedic del % Reduccién de Interpretacién
Cera TamaRe del Bazo Tamafic de Bazo
) Amm)
a 1.25 32.43 +
18a 1,05 43.24 +
Rb 1.2 35.13 +
Nt 1.3 29.72 +
++ 1.025 44.59 +
Mue 1.75 5.40 -
+H4 1.325 28.37 +
- 1.25 32.43 +
1%a 1.35 27.02 +
. NS 1.225 = - 33.78 +
21a 1.225 33.78 +
15¢ 1.35 27.02 +
+ <278 31.08 a +
15d 1.1 . 40. 54 +
1Sb . 1.425 22.97 -
1SF | 1.35 27.02 +
Ra20N 0.925 S50 +
Y 1.15 37.83 +
4 1.35 27.02 +
N3 1.475 20.27 -
58b 1.825 1.35 -
9ar 1.85 ¢ -
Ve# 1.575 ) 14.86 : -
Control 1.85 [1} -

NQTA : Se consideraron DNT positivas todas las cepas que causaroh
reduccidn del tamafo de bazo mayor al 25%.
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CUADRO No. 7. NUMERO DE CEPAS DE B, brenchiseptica v P,

multocida DNT POSITIVAS Y NEGATIVAS DE ACUERDD A LAS PRUEBAS
IPC, MRL ABR.

CEFA PRUEBA  POSITIVOS NEGATIVOS  TOTAL
' 1PC 1z 8 20
B. bronchigeptica MRL 15 5 20
ABR 17 3 20
IPC 2 1 3
P.multocida MRL 2 1 a
ABR Q 3 3

IPC: 'EN'DURECIMIENTOV Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE
MRL: MUERTE DE RATON LACTANTE
ABR: ATROFIA DE BAZO DE RATON.
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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 sole con la
prueba de ABR, una.cepa positiva solo para IPC y 2 cepas

fueron DNT negativas a las tres pruebas.

4,3, Seleccidon de Cepas.
Con los resultados obtenidos y para estudios subsecuentes, se

seleccionaron dos cepas de B. bronchiseptica v dos de P

multocida con 1las caracteristicas que se muestran en el

Cuadro No. 9. Las cepas 4 y Vc ( de B, bronchiseptica v

o
I

las tres pruebas bioldgicas v las cepas 15b y 9a apatdgenas,
porque Eesultaron negativas a cuando menos dos de las pruebas

(Segtin el criterio de Nakai y cols., 1984).

4.4. Extraccién del Plasmido.
A las cuatro cepas seleccionadas (Cuadro No. %), se les
realizé’ la extracéibn de plasmido por la técnica de lisis
alcalina vy posteriormente se le realizd la electreforesis an
geles de agaresa al 0.74. Fara la cepa patégena Ve se
detectd un plasmido de aproximadamenté 5.2 Kb.. La cepa
apdtdgena de P multocida y 1la dos cepas. de B.

bronchigseptica no mostraron tener ningun plasmide (Figura
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DE AGAROSA DEL. DNA EXTRACRCMOSOMICO.
MARCAPOR DEL PESO MOLECULAR, DLNA DE CORTADO
CION HIND IIX,

DNA DE Pasteurella multccida DNT (+).

DNA DE Pasteurella multocida DNT (+),CORTADA
CON ECO.

AUSENCIA DE DNA ESTRACROMOCOMICO EN

gggdetella bronchiseptica.
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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 B, bronchiseptica y 3 de P,
multogids.

PRUEBA No. de Cepas
MRL ABR IPC
+ + + 12’
+ + - 2
+ - + 2
- + + 1]
- - + l
- ¢ - 3
+ - - 1
- CL - 2
TOTAL 23

IPC: ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE
MRL: MUERTE DE RATON LACTANTE
ABR: ATROFIA DE BAZ0 DPE RATON.
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CUADRC No. 9. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOLOGICAS REALIZADAS A
4 CEPAS SELECCIONADAS PARA ESTUDIOS  DE

CITOTOXICIDAD.
Cepas Pruebas Bioclbaicas
IPc ABR MRL DNAF
Bordetella bronchiseptica
1Sb (apatdgena) 1 23.4X% - 50 -
(=)
4 (patégena) ' 1.3 29.4% 75% -
. : (+)
Pasteurella multocida
Ve (patdgena) 1.2 - 1o0x o+
9a (apatdgena) ] - 50 -

IPC: ENDURECIMIENTO Y NECROSIS EN PIEL DE CUYE
MRL: MORTALIDAD DE RATON LACTANTE

ABR: ATROFIA DE BAZO EN RATON

DNAPp: DNA EXTRACROMOSOMAL .
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4.5, Citotoxicidad en Cultivos Celulares,

No se abservd =fecto citotdxico con sobrenadante de la cepa

estudiadas en contraste la cepa 4 que si  produio efecto

.

citotdxico marcado en la linea celular MDBK, moderado en
efecto citotéxico en ninguna de las lineas celulares,
mientras que la cepa Ve mostré moderada citotoxicidad en la
linea MDBK y leve para las dos lineas restantes . Por su
parte la cepa apatdgena no mostrd tener un efecto citotdxico
en los cultivos calulares, bajo los criterios antes

mancionados (Cuadro No.10).

4.6 Infeccién da ratones con asrosoles de Bordetglla

bronchiseptica
4.6.1. Estandarizacion de la Camara. - Nebulizacidn.

Se elabord un modelo experimental en ratones para estudiar la
Finitis atrdfica, pPara lo cual ratones de 21 dias de edad
fueron inoculados con B, breonchiseptica por via aerdgena con
una camara de aerozolizacidn construlda especificamente para
este fin.-

Para comprobar Aue las distribucidn de las bacterias fuera
uniforme dentro de la camara se aerosolizd con 10 ml de una

10
-suspensién  conteniendo 5.3x10 UFC/ ml de B.bronchiseptica,

en 9 minutos; se colocaron cajas de Petri con caldo BHI
estéril en diferentes posiciones en la cdmara. Se muestran en

el Cuadro No. 11, la posicidn donde se colocaron dentro de



CUADRO No.10.

EN TRES DIFERENTES LINEAS CELULARES

+4+

REACCION LEVE
REACCION MODERADA
REACCION SEVERA.

MDBK PK=-135
++4 S+
++ +
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EFECTO CITOTOXICO DE SOBRENADANTES BACTERIANOS

++
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CUADRD No. 11. MEDIAS DE LA UFC ORTENIDAS A PARTIR DM DILUCIONES DE
CAJAS DE PETRI CON MEDIO DE CULTIVO LIGUID0 -CLOCADAS EN
PISTINTAS POSICIONES EN LA CAMARA DE AEROSULIZN: ToN.

ENTRADAS CENTRO SuLIbA **
i : 16 <
| ARRIBA 2,39 x 10 2.26 x 10 L 66 %ID
: 10 - 9 3
' ABAJO 1.13 x 10 - 1,49 x 10 4.9 xi0

*  LADPCG DE LA ENTRADA DEL AEROSOL
k¢ LADO DE LA SALIDA DEL AEROS(L
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la camara vy el promedio de las UFC por caja 'dé Pebri.' El
andlisis estadistico (ANOVA) , no revelo diferencia
significativa entre el numero de bacterias colectadas en las
cajas de Petri en diferentes peosiciones. Por otro lado y como
control se aerclizé caldo BHI estéril vy no se aprecit
crecimiento bacteriano. Estos resultades indican que los
ratones pueden ocupar cualquier lugar en la cdmara y recibir
la misma cantidad de bacterias, con la confiabilidad de que

la distribucidrn bacteriana es uniforme.
4.6.2. Remocién Bacteriana en Pulmdn.

El analisis de varianza para la variable estudiada ( las
UFC/pulmdin ) indicé la existencia de diferencias
‘significativas (P<0.05) entre los conteos de los distintes
dias. La comparacidn de medias posterior (prueba de Tuckey’,
permitio detectar un aumento significative (P<0.05) de 1luos
conteos entre el momento de la inoculacion y el primer dia.
Posteriormente, un descenso signhificativo (P<0,03) entre los
conteos del Erimer dia y los de los dias 3 y 5. A partir del
dia 5 aparece nuevamente un aumento significative (P<{0.05)
hasta el dia 7, vy permanece sin variacion (P>(.05) hasta el
dia 14, para luego bajar significativamente (P<0.035). De
acuerde a esta informacion podemos identificar claramente 4
periodos:I) hav‘un desarrollo bacteriarno rapido detectado en
el primer dia posinoculacidn ;II) disminucidén de la cuenta
viable hasta el dia § aproximadamente; IXI) aumento ligerc
del numerc de bacterias y una fase estacionaria de

crecimiento entre los dias 7 y 14 aproximadamente y IV)



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

sefalan en la Figura No.3.

4.6.3. Remocioén de bacterias en Cornetes.

Los promedios del nimero de bacterias (UFC/ml) obtenidos en
los cornetes nasales, 1los dias 0, {, 3, &, 7, 14y 21
posteriores a la inoculacidn de B, bronchiseptica se
muestran en el Cuadro No. 12. En este cuadro se puede
observar la disminuci¢n del nwmgro de bacterias en los
cornetes con respecto al tiempo. El andlisis de regresion de
estos resultados indicé que la cinética de remocidon de B,
bronchiseptica en los cornetes nasaies sigue una relacién

cuadratica dada por la siguiente ecuacién :

2z
B = 10.73 - 0.766(t) +0.002073(t)

DONDE @

B = Log de UFC en cornetes

t = Tiempo en dlas

10.73 = Promedio estimado del logaritmo de

bacterias el en el dia cero.

=0.766 bact./dia
2.073x10-2

Coeficiente de linearidad.
Coeficiente de curvatura de 2do. grado.

un

El coeficiente de, correlacion fue de 0.98 vy les
' coeficientes de linearidad y curvatura fueron
significativalente diferentes da cero (P<0.05). En la Figura

No. 4 se muestra la curva de regresitn obtenida .




FIGURA No. 3.-MEDIA Y ERROR ESTANDAR DEL
LOGARITMO DE LAS UFC OBTENIDAS PE PULMON A
DIFERENTES TIEMPOS POSINOCULACION CON

Rordetella bronchiseptica.
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" CUADRO No. 12 . PROMEDIO DE UFC/CORNETE EN RATONES INFECTADOS

CON B. bronchisephica EN DIFERENTES DIAS FOSTERIORES A LA

INOCULACION.
DIA UFC/CORNETE
POSINOCULACION
0 7.58x1010
1 6.15x109
8
3 5.50%10
7
] 2,22%10
6
7 S.81x10
3
14 9.85x10
3

21 6.63x10
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4.7. Estudio Histopatologico.

Los resultades del estudio histopatoldgico no mostraron
ninguna alteracibn en los tejidos de los diferentes 6rganos
estudiadoz en este experimento. El estudio de histopatologta
de 1los cornetes nasales mostréd un infiltrade eséaso de
monohucleares con un engrosamienéo de septos, coh  una
congestion y ligera hemorragia, sin ser esto indicadores de

alteraciones consecuentes a la infeccion.
4.8. Efecto en el Crecimianto de ratones Infectados.

Se compard el crecimiento de un grupo de 4 ratones controles
con el de un grupo de ratones infectados por aerolizacidn con
B, bronchigeptica. Los ratones se pesaron el dia de la
aerolizacidn y se seleccionaron para este estudio los que
pesaron 9.80 ¢ 0.1 y Se, registré su paso de ellos
diariamente durante 21 dias. En el Cund}o No., 13 se mdestra
al pesc ganado por cada ratén , durante el peariodoc del
experimento. La prueba t de student demostrd que la ganancia
de paso de los ratones controles fue significativamente mayor
que la de los ratones infectados (P<0.05). En ﬁromodio la
ganancia de peso en 21 dias fue de 15.849 para 1los ratones
controles y de 9.5769 para los ratones infectados. Lo
anterior también se comprobé comparando las tasas de
crecimiento relativas de los ratones, esta tagnvr.lltivn esta
determinads por el coeficiente &c regresién de la relacidén
v entre peso y tiempo. Los‘coeficicnbcs de regresidn o las

tasa de crecimiento relativas se compararon por medio de un
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anadlisis de covarianza. En el caso de los ratones controles

se obtuvo la siguiente ecuacidn :

P = (9.96) el.0452t

DONDE : .

P = Peso de ratén en 9r.

9.96 = Estimacidn del promedio del peso inicial en gr.
e = 2,718 base de logaritmos naturales

t = Tiempo en dias

0,04529/dia = Tasa de crecimiento relativa

El coeficiente de regrasion fue altamente significativo
(P<0,001) vy el coeficiente de correlacién fue de 0.96. La
figura S muestra la curva de crecimiento exponencial de los

ratones sanos con 95 de confianza.
4.9. Mortalidad de Ratones Infectados con B, bronchiseptica

De los 32 ratonas infectados, 14 (49.52) ﬁurieron durante »
los 10 primeros dias post-inoculaéiOn (Cua&ro No. 14).
rdemis se observaron en los animales 'ihfcctados ios
.. siguientes signos clinicos en los mismos dias. pelo erizado,
disnea, rotnrdo'on reflejos, que los anfnllci controles no
presentaban, los ratones Que llegaron a término despuds del

100. dia tampoco los presentaban.



FIGURA No.4.-CURVA DE REGRESION DE LA RELACION
ENTRE LA REMOCION DE Bordetells bronchiseptica
Y EL u:iro POSINOCULACION EN LOS CORNETES
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CUADRO No. 13. GANANCIA DE PESQ DURANTE 21 DIAS DE 4 RATONES
CONTROLES Y 8 RATONES INFECTADOS CON Bordetella bronchiseptica.

EL. PESO INICIAL DE LOS RATONE FUE DE 9.80 0.109.

T GANANCIA DE PESO (&)
RATONES Sanos RATONES INFECTADOS
14.4 10.1
17.6 10.8
17.8 : ' 8.6
16.3 10.2
‘ 6.5
11.4
12.7
. 7.61
< 1&.s25 T 9.608 i




FIGURA MNo.5.- CURVA DE CRECIMIENTO - DE LOS
RATONES CONTROLES.  EL ANALISIS DE REGRESION
DEMOSTRO UNA RELACION EXPONENCIAL ENTRE FPESC Y
TIEMPO CON UN COEFICIENTE DE CORRELACION DE
0.96. LAS LINEAS PUNTEADAS REPRESENTA EL
INTERVALO DE CONFIANZA (95i). T
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CUADRC No. 14, MORTALIDAD EN UN GRUPO DE RATONES INFECTADOS

"""" bt No. DE muRios DE ON
TOTAL DE 32 RATONES
e
________ e
________ e
........ e
"""""" s T T T
........ e
T 7 T . T
________ R e
________ e
T - T T T T
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DISCUSION

Se ha estudi‘ado l'a infeccidn mi-xt.a‘ de Bordetella
bronchiseptica vy Pasteurella multocida v los resultados
sugieren que es muy importante en la rinitis atréfica del
cerdo ( Rumels; 1982: Rutter, 1983: Nakai y cols, 1984
Nakai y cols, 1985). Los diferentes estudios han demostrado
la sinergia en la patoogenia de la enfermedad entre ambas
bacterias (Padersen y Barfod, 19813 Pedersen, 19833 Pedersen
y Nielsen, 1983; De Jonw, 1934; Nielsen, 1983; Giles, 19853
Schoss, 1987), adesis de que en ambas bacterias la
patogenicidad se ha relacionado con la presencia.de toxin.u
(De Jong v cols, 1980; Pedersen y Barford, 1981; 6chos vy
Thiael, 19843 Pijoan y cols, 1985 ). Por otro lado, algunos
autorgs sugieren una interaccidn entre ambas bacterias, en
donde B. g;gggh_{sg&_igg es el agente primario que se instala
en la mucosa nasal. permitiendo la colonizicién posterior de
P. multocida, desarrollando asi la rinitis atréfica {(Switzer,
1956; Harris y Seitzer, 1968). Otros autores mencicnan
tambie'n que 1la enfernecﬁd se presanta en dos formas, una
causada por B, bronchiggptica que produce lesiones de tipo
transitorio y regresivo con poco impacto acondmicos y otra
por P. multocida que produce lesiones severas, progresivas,
irreversible y de gran impacto econdmico ,(Iélesias y Fijoan,
19873 Trigo y Pi'Jom., 1989) .

Con el objetivo de cdnqcer mAs acerca de la patogenia de la
enfermedad, en el presente trabajo, se realizaron una serie

de experiencias con este fin. Primeramente se realizé un
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estudio em una granja de Cuautitlin, Edo. de México, para
conocer la frecuencia con que ambos microorganismos aparecen
”

asociados a la enfermedad.

Los resultados indican que fue B, bronchiseptica la que se

gislo con mayor frecuencia en los lechones disminuyendo en
los cerdos adultoz. estos aislamientos provenigron de cerdos
con lesiones muy ligeras. En e]l casc de P. multocida, los
aislamientos fueron mayores en cerdos adultos que en
lechones. Estos resultados concuerdan con los trabajos de
Backstrom Y cols. (1985) en donde 1la frecuencia de
aislamientos de B. bronchiseptica v £. multocida, varid
considerablemente' c&n-la edad de los cerdos; ademds ambas
bacterias raramente se aislaron juntas. En este trabajo todas
- las cepas de P, multocida se identificaron como tipc D,
comprobandose as! que es el tipo predominantemente asociado
a la rinitis atrofica (Ilina, 19783 Jang, 1980; Pedersen y
Jensen, 1980). Esto implica qué la infeccidon de B.
bronchiseptica se da casi'al pacimiento mientras que la P,
multocida se da en una etapa posterior de la vida del cerdo,
como lo han demostrade otros autores (Iglesias vy Pijoan,
1987 Trigo y Fijoan, 1988). Hay evidencias &e que B.
bronchiseptica vy P. multocida son capaces de producir esta
enfermedad debido a las toxinas que producen, generando el
daic en la mucosa naéal y por lo tanto lesionando los
cornetes nasales. (De Joqg y cols, 1980; Pedersen y Barford,
19813 Schos y Thiel, 1984; Pijoan ¥y cols, 1985 ). Por le
tanto a las cepas aisladas de granja en este estudio se les

realizaron tres éruebas bioldgicas para establecer la
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presencia [ ausencia de toxina vy leg ' criterios de
patogenicidad con acuerdo a Nakzi vy cols. (1984), Los
resultados selalados en el estudico muestran diferentes
efactos en MRL, ABR e IPC con la misma cepa estudiada. Esto
podria 'significar la existencia en el €aso de B.
cada prueba o que cada prueba requiera cantidades diferentes
de toxina para que se presente el efecto. En P, multocida se
ha demoﬁtrado la presencia de una toxina compuesta de tres
subunidades. La evidencia indica que las 'diferenteé
" subunidades por separado no tienen ninguna accidbn , lo que no
sucede cuando estan unidas, sugiriendo que es una sola
proteina la responsable del efecto evidente al inocularla en
ratones, células o en la piel de cuyes (Nakai y Kume, 1987).

Con las tres pruebas bicldgicas se identificd la présencia Sé
toxina (DNT+) o ausencia de ella (pNTL) en las cepas
aisladas. La prueﬁa estadistica de XZ reveld que las tres
pruebas . bioldgicas podrian ser utilizadas para las cepas de
B. bronchiseptica y B. multocida pProductoras de
dermonecrotoxinas {P< 0.05) (Nakai y cols, 1984). En este
estudio se encontrd que en ambas bactgriés la aparicion vy

deteccidn de las DNTs estuvo asociadas a la rinitis atrofica.

IPC v MRL, pero fue diferente con la prueba ABR, ya que la

cois, 19343 Roop ¥y cols.ll?S?; Jacques, 1988). La reduccion de

o
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los bazos de los ratones con B, Qggngbiége&igg, concuerdan
con los resultados de Elias, (1985)35 Magyar, (1987).

Aungque en este trabajo no se determind la concentracidn de
téxina, Kamp vy cole (1987) han demostrado que la prueba que
requiere mavor concentracidn de tdxina de P. multocida es la
DL50 en ratdn, siguiendo en forma decreciente la prueba en
la pial de cuye vy toxicidad en cultivos celularas: la prueba
DLS0 rasulta determinante, ya Que un resultado positive a
asta, pusde ‘sugerir positividad a las otras pruaebas. Los
rasultados de este estudio revelaron que la prueba qua
datectd mis cepas positivas para B, bronchiseeticar fue la
Prusba de ABR, seguida de la Prusba da MRL y por Ultiso la
de IPC . Para By multocida, 1as dos prusbas biologicas IPC vy
MRL parmitieron d.tcéear a lll'c‘;.l‘ positivas. @ Estos
resul tados sugieran que para - B, h[gg;niggggjg; la
conccntracion de toxina neo fu.‘ syflcicntf Para dar un
rasultado positivo en alguna de la prusbas bioldgicas ,

mientras qua para P, multocides 1a concentracidn fue
suficiente para ambas pruebas. _ '

Otros autores purificaroﬁ una toxina d; los sobrenadantes de
P. multocida Aue prosﬁqto las mismas ;r9pi.dades bioldgicas
Que un axtracto crudo, pero ellos no afirman qua se trate de
una sola téxina o da varias. (Pedersen y Barfod, 19813

Rutter y Lutter, 19843 Chanter y cols., 19863 Foged y cols.,
1987). En razon a los resultados anteriores se seleccionaron
,4‘cepls. 2 con propiedades dermonacrotoxicas y 2 sin astas,
para probarlas en su efacto citotdxico en cultivos celulares.

Los rasultados demuestran que la cepa dermonecrotoxica de B,
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bronchiseptica tuvo un efecto citotéxico mias severo que 'la de
P. multocida, 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, (Ilna y 2azukhin, 1975;De Jong, 1983; Rutter y
Rojasg, 1933; Vander Heidjen y cols, 1983; Kamp y cols, 1987).
aunque Perming y Storm han mostrado que las celulas VERO son
los n‘s adecuadas para las cepas DNT+.

Por otro lado, trabajos praliminares (Mendoza y cols., 198%)
hablan sugerido la presencia de un elasmido en cepas de P,
sitocida tipo "D". FPor lo que se pratendid corroborar este
hecho, probando algunas de las cepas nisla_dn on este
c:tud_to. encontrantrindose un plasmido de 5.2 Kb para B,
Cwyltocidn. wmientras que para B. brongchiseetica con la
técnica. enpleada no se detectd ninguno. Esta evidencia no ha
sido praviamente reportado por ningn autor, por lo que seria
de’ grlnb importancia para futuros estudios sobre 1a
patogenia de la enfermadad..

La nebulizacién ha mostrado ser un buen método de inoculacidn
.Plrl reproducir enfermedades asociadas al - tracto
respiratorio, ( Badiola y Pujols, 1984; Caballero vy
cols. 19851 Montaraz y cols, 19853 Osborne vy cels., 1985;
J‘richo. 19873 2ink y Jagar, 1987). Con el fin de obter!e'r
evidencia sobre ¢l establecimiento de la infeccion a nivel de
los eorn‘tcs nasalas v el pulmdn, se realizd un experimento
de lhf.ccibn .con Q,,p;gn;ﬁ;;ge&_i_gg. Esta inoculacion no fuc

capaz de cﬁsnrrollar lesiones en ratonas de 21 dias de edad

ESTA TESIS M8 DEBE
SALR BE LA BiBLIGTEC
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-adun después de 21 dias posinoculaciédn, datos que no
concuerdan con los de Sawata y Kume, (1982); Magyar y cols,
(1984): Elias, (1985) y Magvar, (19%7). Una posible causa de
esta diferencia, puede deberse a la edad de los ratones, los
autores antes citadps usaron ratores de 2 a 5 dias de. edad
mientras 3ue en el presente estudio se emplearon de 21 dias.
Esio hace pensar que probablemente existan receptores rara
_esta bacteria que se van perdiendo conforme aumenta la edad o
por otro lado aque las cepa utilizada en este trabajo no
presentara citoadherencia, permitiendo una facil remocidn de
la misma. Sin embargo el analisis matematico de los datos,
muesfra 7 ur comportamiento que se ajusta a una curva
cuadratica, lo cual haria sospechar que la bacteria
desaparace de los cernetes nasales y reaparece tiempo
despuds, Alguhos autores han encontrado un  compotrtamienteo
similar para P. multocida, encontrandose que esta migra hacia
las tonsilas regresando después a los cornetes (Trigo vy
Pijoan, 1988). Aungque la éoncentracion de bacteria inoculada
fué muy alta con respecto a la utilizada por otros autores
(Montaraz y cels, 198%), los ;esuitados concuerdan con los
obtenidos por éstos en el tipo de curva que presenta la
remocién pulmonar, mas no con los tiempos seRalados en los
trabajos. La baja de peso que se presentd en los ratones y
la alta mortaiidad 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 importante en un futuro préximo trabajar alun mas en la

biologia del plasmido encontrado, con el fin de obtener mayor
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informacitn vy hacer estudios al respecto de la toxina de P.
muyltocida vy el papel que desempefa en la enfermedad, Es
importante sefalar que con mavor experimentacion se podria
demostrér la hipbtesis de que las boﬁsilas sirven como
reservorio natural a amba; bacterias, para su establecimiento
_final en los cornetes nasales. ‘
Por ultimo es importante sefalar que aunque actualmente se
conoce ya bastante sobre los agentes etioldgicos involucrades
en esta enfermedad es importante continuar  con -la

investigacién en este campo para establecer mds claramente

los mecanismos de patogenicidad de estas bacterias.



8z

CONCLUSIONES

-En este estudio se determind la patogenicidad de cepas de

aisladas de cerdos con problemas de Rinitis Atrofica

encontrandose lo tiguiente:
- Se aislaron e identificaron cepas de P, multocida tipo "D"

y cepas de B. bronchiseptica, productoras de
dermonecrotoxina.
- La frecuencia de aislamientos fue mayor Para B.

bronchiseptica a partir de cerdos jbvehes, mientras que P.

- Las tres pruebas bioldgicas probadas para identificar
tbéxinac bacterianas arrojarorn.

~ El- efecte citotoxico de sobrenadantes bacterianos se
ohzervd claramente en la linea celular MDBK.

- Se procbd un modelo de infeccidn de ratones con aerosoles de

B. bronchiseptica. No Se logrd reproducir la atrofia de los
cornetes, sin embargo la bacteria se replico en los pulmones
causando un 43.7 X de mortalidad y una notable disminucino del

pasc corporal.



83

BIBLIOGRAFIA

Andersen, E. K. (1953). Serolegical studies on Haemophilus

pertusis, Haemophiluz pararpertuscis and ESEGSEEYTGE

bronchisepbicus Acta Pathol. Microbiol. Scand. 33:1202-224.

Anon, (1954). New piyg disease in Britain. Vet. Rec. 66:316.

Beard, C.W.3; Easterday, B.C. (19585): An aerosol apparatus for
the exposure of large and small animals:iDescription and
operation characteristics., Am. J, Vet. Res. 26: 174-182,

Becovish, 2. and Oosterwoud R.A. (1977). Vaccination with B,
bronchiseptica vaccine on & farm with atrophic rhinitis "an
evaluation of a field experiment. Tijdscha. Diergeneeskd.
102: 485-494.

Bemis, P.A. and Appel, M.J. (1977). Aerosol Nolvasan
treatment of Bordetella bronchiseptica in dogs. Vet. Med,

Small Anim. Cli. 72:53-55.

Bemis, D.A.; Greisen,H.A.; Appel, M.J. (1977). Pathogenesis
of canine bordetellosis. J. Infect. Dis. 13%:753-762.

Bergey's, (1925). Manual of determinative bacteriology, The
Williams and Wilkins, Co. Baltimore. '

Birnsboim, A. C. and Doily,C.P, (1979). A rapid alkaline
extraction procedure for screening recombinants plasmid DNA.
Nucleic. Acids. Res. 7:1513.

Boyce and Marter. (1986). Plasmid profile analysis of bovine
isolates of Pasteurella haemolytica. Am. J. Vet. Res. 47
€:1204-1206

Brassine, M. A3 Dewaele,f.; Gouf faux, M. (1976) .
Intranasalinfection with Bordetella bronchiseptica in
gnotobiotic piglets. Res. Vet. Sci. 20:162-166.

Brownh, W.R.; Krook, L.A. and Pond, W.8. (1966). Atrophic
rhinitis in swine. Etiology, pathogenesis and prophylaxis.,
Cornell Vet.56 (suppl 1). .



a4

Bruckner, I.E. and Evans, D.G. (193%9) . The toxin of
Bordetella parapertussis and the relationship of this
organism tao Haemephilus pertusis and Bordetella

Buxton, A. and Fraser, G. (1977). Animal Microbiclogy. Vol.
I3 First Edition; Blackwell Scientific Publications. Oxford,
London, Edinburgh, Melbourne. Pag. 121-126 y 267-269.

Cameroty, R.3 Giles,C.J.; and Smith, I.M.. (1980). The
prevalence of Bardetella bronchiseptica and turbinate
{corichal) atrophy in English pig herds in 1978-79. Vet. REc.
107: 146,

Carter, G.R.(1955). Studies on Basteurella multocida I.

A  haemazglutination test for the identification of
ceroclogical types. Am. J, Vet. Res., 16; 481-484,.

Carter, G.R.(1957). Studies on Pasteurella multocida III.

A serological: survey of bovine and porcine strains from
various parts of the world. Am.J. Vet. Res. 18; 437.

Carter, G.R. anhd Subronto, P.(1973). Identification of type D
strains of Pasteurella multocida with Acriflavine; Am. J.

Vet. Res. 34 (2); 293-294,

Carter,G.R. (1975). Diagnostic Procedures in Vaeterinary
Microbiology; Second Editions Charles C. Thomas Publisher;
Springfield Illinois, USA.

Carter, G.R. and Rundell, S.N. (1975). Identification of type
. A strains of FPasteurella multocida using & Staphylococcal

Hyaloronidasas; Vet. Rec. 935 343.

Carter, G.R. (1987). Serological classification of P_
multocida. Vet. Rec. 121:382

Chang, K.C.3; Z2akheim, C.T.; C, C.T. and Montgomery, J,
(1975). Postraumatic purilent menirngitis due to Bordetel
bronchiseptica. J. Pediatr. 86:639-640,



85

Cowan, §.T. (1974). Cowan and Steel's Manual for the
Identification of Medical Bacteria, 2nd edit. Cambridge
University Fress, Cambridge.

Cowart, R.P. and Bacckstrom, L.(19234). Prevalence of
dermonecrotic -toxin oroducing Pasteurella multocida swin

herde with variying lavels of atrophic rhinitis and
prieumonie. Proc. Int. Pig. Vet. Soc. Con3. Belgiun.

Cross, R.F. and Claflin, R. M. (1962) , Bordetella

Med. Assoc. 141:14€7-1468.

be Jong, M.F.; Oel, M.L. and Tentenburg, 6&.J. (1980).
Atrophic Rhinitis patogenicity test for  Pasteurella

multocids isolates, Proceedings Int. Pig Vet Soc. Congress

19807 Corenhager, p.211

De Jong, M.F.; Qosterwoud, R.A. and Kamp, F.T. (1984). A
field evaluation of the Nobi-Vac-AR vaccine. Proc. Int. Cong.
Vat. Sec. Belgium p.174.

Delohns, D.; Duncan, J.F.: Ross, R.F.; Switzer,W.P. (1976).
Pathology of exparimental Bordetella bronchiseptica infection
in swire. Am J. Vet. Res. 27:467-472.

Pone, J.T. (1379 . Infectious atrophic rhinitis of rigs:
Rational Control at the herd level, Vet., Annuw.195:105.

Doyle, L. F.; Dorham, C.R. and Hutchings, L.M.. (1944).
Report of a type of rhinitis in swine. J. Amn. Vet. Med.
Assoc, 1075132, .

Duncan, J.R. and Remsey, F.K. (1965). Fine estructural
changes in the porcin nasal ciliated epithelial cell produ ed
by Bordetella bronchiseptica rhinitis. Am. J. Pathol. 47:601-

612, '

Dun&an,r J.R. and Ramsey,F.K. and Switzér, W.P. (1966). .
FPathology of . experimental Bordetella bronchiseptica

infection in swine : atrophic rhinitis. Am.J. Vet, Res.
27:467-472. :



86

Dunnill, M.S. (1979). Some aspects of pﬁlmonary defence. J.
Pathol. 128:222-236.

Eldering,G. and Kendrick, P.(1932). Bacillus parapertussi

-3
a species resembling both Bacillus pertussis and Bacill
i

I5:561-572.

Eldering, G. (1942). A cstudy of the antigenic propertis of
Haemophilus pertuscics and related organieme. II Protection
tests in mice. Am. J. Hyg. 36:294-232. !

Elids, D.G.; Kruger, M.; Rats, F. (1932) : Epizootioclgischs
Untersuchungen der rhinitis des schweiness,  II. Biologishe
eigenschafen der von achweinen isolacten B. bronchiceptica
stame Zentralbl Veterinarmed. 99 :1619-635.

Endinaton, N.; Smith, I.M.; Plowright, W. and Watt, R.G.
(1976). Relationship of porcin cytomegalovirus ans Bordetella

Vet, Rec. 48:42,

Endoh, M.; Toshiyuki, T.: Nakase,Y. (1980). Adenylate cyclase
activity of Bordetella bronchiseptica organisms. I.- Ite

production in liquid medium. Microbiol. Immunocl. 24:95-104.

Erler, W.; Feist, H.. Flossmann, K-D und Jacob,B. (1977).

multocida ~ Stamme. Arch. Exper. Vet. Med. Leipzig 313 139~

Evans,. G. - and Maitland,H.B. (1939). The toxin of Bordetella

brenchiseptica and the relationship of this organism to
Haemophillus pertussig. J. Pathol. 43:67-78.

Evans,D.G. (1940), The production of pertussis antitoxin in
rabbits and the nautralization of pertussis, -parapertussis v
brornchiseptica toxing. J. Pathol. S51:49-5B,.




a7

Farrirgton, D.0. and Switzar, W.P. (1977}, Evaluation of
nhasal eculturing procedures for the control of atrophic

A, Vet. .Res. 40:1347-1351.

Férry, N.S. (1910). A preliminary report of the bacterial
findings in canine distemper. Am. Vet. Rev. 37:499-504.

Ferry, N.S. (1912). Bacillus bronchisepticus: The cause
distemper in dogs an similar diseace in other amimals. Vet,
J. 68:376-391.

Ferry, N.S. (1913). Bactericlogy and control of acute
infections in laboratory animals. J. Pathol. 18:445-455,

Ferry, N.S. and Klix,C. {1918). Studies relative to the
apparent close relationshir between Bact, pertussis and

J. Bactericl. 3:309-312.

Fetter, A.W.; Switzer, W.P. and Capon, C. (197%). Electron
microscopic evaluation of bone cells in pigs with
axpetrimentally induced Bordetella rhinitis (turbinate

osteoporosis ). Am. J. Vet. Res. 36:15-22.

Fisk, S.K. and Soave, 0.A. (1973). Bordetells bronchiseptica
irn laboratory cats from central California. Lab. Anim. Sci.
23:33-35. ,

Fitzi, M. (1975}, Selective isolation of Bordetella

bronchiseptica. Zentralb. Bakteriol. Parasiterkd.
Infektionskr. Hyg. Abt. I. Orig., 224:270-272.

Flogsdorf, E.W.3 Dozois,F.F. and Kimball, A.C.(1941). Studies
with H. eertussis V. agglutinogenicccce relationshiro of the
_phases. J. Pacteriol. 41: 457-471.

Franque. (1830). Was ist die schnuffelkrankheit der schweine?
Dtsch Z. Gesammte. Tierheilkd. 1:75. '



38

Foged, N.T.; Pedersen, K.H, and Elling, F. (1987). FEEMS
Microbiology Letters., 43 y 45,

-~

Ganaway, J.R.s Allen, A.M.; Mcpherson, C.W. (1965).
Prevention of acute Bordetella bronchiseptica pneumonia in &
guinea pig colony., Lab. Anim. Care §15:152-162Z.

Gerone, P.J.; Coch, R.B.; Keefer, 6G.V.; Doglas, R.G.;
Derrembacher, E.B. and Knight, V. (1966). Assement of
experimental and natural viral aerosols. Bact. Rev. 30:576-
S84.

Giles, C.J.3, ©OSmith, I.M.; Baskerville, A.J. and Brothwell,
E. (1920), Clinical bactericlogical and epidemiclogical
observations on infecticus atrophic rhinitis of pigs in
southern England. Vet. Rec. 106:25,

Giles, C.J.; Smith, I.M.; Baskerville, A.J. and 0Qliphant, J.
(1921). Treatment of exrerimental Bordetella braonchiseptica
infection in youny pige with potentiated sulphoramide in the
drinking water. Vet. rec. 108:136.

Giles, G.J. and Smith, I.M. (1982). The value of vaccinating

Gois, M.F.;s Kuksa, F. and Sisak, F. (1977}. Experimentasl
infection of gnotobiotic piglets with Mycoplasma hyerhinis
and Bordetella bronchiseptica. Zentralbl. Veterinaermed.

Recibe B. 24: 89-96.

Gois, M.; Kuksa, F. and Sisak, F.(1930), Microbioleogical
findings in the lungs of slaughter pigs. Proceedings Int. Pig
Vet. Soc. Congress 1980, Denmark, p.214.

Gois, M; Barnes, H.J. and Ross, R.F. (1983). Potentiation of
turbinate atrophy in pigs by long therm nasal colonization
with P, multocida., Am. J. Vet. Res. 44:372,

Goodlow, R.J. (1961). Viability and infectivity of
‘microorganisms of experimental airborne infection. Bact. Rev.
28: 182-187.



89

Gocdhow, R.A. 3 Lehr, C.D.; Shade, F.J. and Wisecarver,J.L.
(1977) .Mouse potency assay for Bordetella bronchiseptica
bacterine. J. Clin. Microbiol. 6:43-46,

Goodnow, R. A, ;Shade,F.J. and Switzer, W.P. (1979). Efficacy
Bordetella bronchiseptica bacterin in controlling enzootic
atrophic rhinitis in swihw. Am. J. Vet. Res. 40:58-60.

Goodnow, R.A. (1980). Biolosy of Bordetella bronchiseptica
Microbiol. Rev. 44:772-738.

Green,G.M.: Jakab,G.J.: Low, R.B. and Davis, G.S. (1978)..
Defense mechanism of the respiratory membrane. Am. Rev.
Racpir. Dis. 115:479-514.

the tracheal air of calves. Can. J. Comp. Med. 35:121-128.

Hanada, M. K. ; Shimoda, S. ; TJomita, VY. Nakase, Y. and
Nishiyama, Y. (1979). Producvtion of lesions similar ¢to
haturally occurring swine atrorhic rhinitis by cell-free

Sci. 41:1-8.

s

Harris, D.L. and Switzer,W.P. (1968). Turbinate atrophy in
young pigs exposed to ‘Bordetelia bronchiseptica, Pasteurella

multocida and combined inoculum. Am. J. Vet. Res. 29:777-785,

Harris, D.L. and Switzer, W.P. (1969). Nasal and tracheal
resitance os swine against reinfection by Bordetella
bronchiseptica. Am. J. Vet. Res. 30:1161-1166.

Harris, D.L.; Switzer, W.P. and Harris, R.A. (1971). A
suggested mechanism for the pathogenesis of infectious
atrophic rhinitis. Can. J. Comp. Med. 33:318-323.

Harris, D.L. and Switzer, W.P. (1972). Immunization of pigs
against Bordetella bronchjiseptica infection by parenteral

* vaccination. Am. J. Vet. Res. 33:11975-19684,

Hatch, M. T. and Dimmick, R.L. (1966). Phisiological response
of alr-borne bacteria to shifts. Bact. Rev. 30:597-603.



a0

Heddleston, K.L.3 Gallegher, J.E. and Rebers, P.A.(1972) Fowl
Cholera gel difusion precipitin test for serotiping
Pasteurells multocida from avian species; Avian Dis. 16; ¥25-
936.

Hirsh, D.C.; Martin, L.D.; Ketith, B.D. and Rhoades, R.
(1985). Resistance rlasmid of P, wultocida isolated from

turkeys. Am. J. Vet. Res. 46 (7):1490-1493.

Hoiby,N.J.; Hertz,J.B. and Andersen, V. (1976)., Cross
reaction between Bordetella pertussis and 28 cther bacterial
species. Acta. Pathol. Microbiol. Scand. Sect. B 84:395-400.

Hzu, F.S.3 VYarg, P.C.and Wung, &.C. (1982). Tiamulin
injectabla for tretment of swine bacterial phneumonia. Proc.
Fth. Int. Cong.Pig. Vet. Soc. México p.104.

Iglesia, G. ; Fijoan, C, and Molitor, T. (1988). Replication
of peeudorabies virus in swine alveolar macrophages. Proc.
Int. Cong. Pig., Vet. Soc. Brazil. p.162.

Iglesias, . G.i Pijoan,C. and  Hernandez, E. {1922).
Characterization of & substance in tracheal exudates with
activity against Easteurella multacida. Proceedings Int. Pig
Vat, Soc. Congress, México, p. 8o,

I'Lina, ‘Z.M. and Zasukhin, M., I. (1975). Sb nauch Rak, Sib
Zonal' Nauchno-Iszsled Vet. Inst.. Omsk 25:76.

~Jackwood, M. W.; Saif, M. and Coplin, D.E.(1986). Isolation

and characterization of B, avium plasmids. Avian Diseases.

‘31378%-786.

Jacques,M.; #Parent, N. and Foiry,B. (1988). Adherence of
Bordetella bronchiseptica and Pasteurella multocida to

porcine mnasal and tracheal epithelial cells, Can. J, Vet.
Res. 352:283-285.

Jankins, E.M.3; Anthony, V.; Vance, R.; Cleveland, J. and
Gbadamosi, S. G. (19772 Prevalence of Bordetella
bronchiseptica infection in swine of south-eastern Alabama.
Am. J. Vet. Res. 38 :2071.



91

~Jericho, K.W.F.; Langford, E. V, and Pantekoek,J. (1977).
Recovery of Pasteurella multocida from aerosols at differing
temperature and humidity. Can. J. Comp. Me. 41:211-214.

Jericho, K.W.F. (1987)., Experimental studies of studies of
Infectious respiratory disease. Can. J. Vet. Res. $1:417-418.

Jones, C.D.R. (1983). Muccciliary clearance from the calf
lung.Can. J. Comp. Med. 47:2635-269.

Kang, B.K.3 Koshimizu, K. and Ogata, M. (1971). Studies on the
etiology of infectious atrophic rhinitis of swine. III. Fiel
survey by agglutination test in relation to incidence of

Sci. 33:17.

Kemeay, L.J. (1972). Experimental atrophic rhinitis produced
by Bordetella bronchiseptica culture in young pigs. Cornell.

Vet. 621477-485.

Labaw, L. W. and Mosley, V.M. (1955). Periodic structure in
the flagella of Brucella bronchigseptica. Biochim. Biophys.
Acta. 17:322-324. .

'Lastra, A. and Pijoan, C. (1984). Tissue culture test for the
identification of toxigenic Pasteurella. multocida.

Proceedings Am. Assoc. Swine Pract.; Kansas City. p.170.

Lautrop, H. and Lacey, B.W. (1960), Laboratory diagnosis of

Little, T.W.A. (1979). respiratory disease in pigs: a study.
Vet. Rec. 96:540-544,

Leman, A.D.; Straw, B.; Glock,R.; Mengeling, W.; Penny, R.H.;
Giles, C€.J. (1983). Diseases of swine. Sixth edition. Cap.
38-40.

Lillie, T.W.A.; 'and Thomson, R.G. (1972). The pulmonary
clearance of bacteria by calves and mice. Can. J. Comp. Med.
36: 129-137. :



Lépez, A.: Thomz=con, R.G. and Savan, M. (1976). The pulmchary
clearence of Pasteur=lla haemolytica in calves infected with

bovine parainfluenza-3 virus. Can. J. Comp. Med. 40; 385-391.

Maclennar, A.P. {(1360) . Srecific lipopolyzaccharides of
Bordetella. Biaochem. J. 74:409,

Magyar, T.; Semjén, G. and Osuatch,2. (1285 . Investigation

in suckling-mouse model. Acta. Vet. hungarica 33:137-141,

Martineau, G.P.; Broes,A.; De Jang,M.F.; Martineau-Roize, B.
(1982). Experimental reproduction of atrophic rhinitis with
Pasteurella multocida on gnotobiotic and cohventional
piglets, Proc. Int, Pig. Vet. Soc. Cong. México, p.88.

McAllister, H.A. and Carter, G.R. (1974). An aeroginic
Pasteurella- like organism recovered from swine. Am. J. Vet.

Res.' 35(7):917-922.

McCardlish, I.A.P.; Thompson, H. and Wright, G. (1976). Kennel
cough: vaccination against Bordetella braovchiseptbica
infection. Vet, Rec. 98156-157.

Mendoza, E.S. (1983). Localizacidn del gene responsable de la
produccion de la exotoxina de Pasteurella multocida Tipo Dj
Te;is Licenciaturas FES-Quaubitlan, UNAM,

Mercer, T.T. (1973), Production and characterization of
aerocsols. Arch. Intern. Med. 131:3%-49.

Miniatis, 0.P. and Johnhson, J.A. (1980). Experimental
atrophic rhinitis in gnotobictic pigs. Can. J. Comp. MHWed.
44:358.

Montaraz, J.A; Novotny, P. and Ivanyi, J. (1985).
Identification of a 68-Kilodalton protective antigen from
Bordetella bronchiseptica. Infect. and Immunity. 47(3):744-

791.:

Morrison, R.B.: Pijoan,.C.} Hilley, H.D., and Rapp, V.(1935).
Microorganisms associated with pneumonia in slaughter weight
swines Can. J. Comp. Med. 49; 129-137.



Nakai,T.s Sawata,A.; Tsuji,A.y Samejima,Y.,  and Kume,K.
(1934)., Purification of dermonecrotic toxin from a sohic
extract oz Pasteurella multocida SF-72 serctype D. Infect,
Immun. 46: 429-434,

Nakai, T.: Sawata, A. and Kumz, K. (198%). Intracellular
locations of dermonecrotoxic toxins in Pasteurella multocida

Nakai, T.; Kume.K.; Yoshikawa, Y.; Oyamada,T. and Yoshikawa,T,
(1986). Jen. J. Vet. Sci. 48:693-701.

Nakai,T.; Naganho, H.3; Horiguchi, Y. and Kume, K. (1988&).
Isolation and characterization of non-toxigenic mutant
strains of Bordetella bropchiseptica. Proc.Int, Pig, Vet.

Soc., Cong. Brazil. p.35.

Nakase, Y. (1957). Studies on Haemophilus bronchisepticus.
I.The antigenic structures of Haemophillus bronchisepticus
from guinea pigs. Kitasato Arch. Exp. Med. 30:57-72.

Nakase, Y. (1957). Studies on Haemophillus bronchisepticus.

IXI. Phase variation of H. bronchisepticus. Kitasato. Arch.
Exp. Med. 30:73-77,

Nakase, Y.; Kume, K.; Shimoda, K. and Sawata, A. (1980).
Experimental atrophic rhinitis produced by cell- free extract
of Bordetella bronchiseptica. Proc. Int. Cong Pig. Vet. Soc.
Copenhagen, p.2025

Nakai, T.; Kume, K. and Yamada, H. (1986). Purification of
dermenecrotic-toxin from a sonic extract of Fasteurella

multocida or Bordetella bronchiseptica. Proceedings Int. Pig
Vet. Soc. Conhgress, EspaMa. p.222,

Namioka, 8. and Murata, M. (1961), II. Characteristics of
somatic {0) antigen of the organism. Cornell.Vet. J1; S507.

Nicolet, ~J.(1985). Compendic. de Bacteriolpgia Medica
Veterinaria. Traducido ror Mufioz de Arenillas, J.R. Editorial
Acribia , S.A.; Zaragoza (Espaha). P.52-56.



Niels, T7.F.; Folmer, E. and Pedarsen, K.B. (1926). Isolabion
and characterization of a toxin from Pasteurella multocida.

Proceedings Int. Pig Vet. Soc. Congress, Egpana, p.231.

Nielsen, N.C.; - Riising, H,.J. and Bille, N, (1376,
Experimental reproduction of atrophic riinitis in pigs reared
to slaughter weight.. Froc. 1Int. Corg. FPig, Vet. Scc. Iowa
State niv.,p.202.

Novotry, P. ;3 Chubb,K.; Cwnley, K. and Montaraz, J.A.(19838).
Aderylate cyclase activity of a 68,000 molecular-weight
protein isolated from the cuter membrane  of B.
bronchiseptica. Infection and Immun. 50 (1):199-206,

Nugent, K.M, and Pesanti, E.L. {1982). Staphylococecal
clearance and pulmonary macrophage function during influwenza
irnfection. Infect. and Immun. 38(3):118%-1191,

Oddy, J.G. and Evans, D.G. (1940) ., The effects produced by
ONIC and nontoxic erxtracts of H.pertussis and B,

ohchisaptica on the blocd sugar of rabbits., J. Pathol.
56:11-16.

Ogata,M.: Koshimizu,K.; ¥Kang,B.; Atobe, H.; Yamamoto,K.;
Kire,T. and Ikeda,A. (1970). Studies on the etiolegy of
infectious atrophic rhinitis of swine. I. relationship
between the disease and bacterial flora of nasal cavity of
pigs. Jpn., J. Vet. Sci. 32:18S. ’

Olsen, R.G.; Heover. E.A.3 Mathes, L.E.; Heding,L. and
Schaller, J. (1976). Immunization against feline oncornavirus
diseasea using a killed tumor cell wvaccine. Cancer. Res.
36:3642-3646. :

Osborne, A.D.; Saunders, J.R.; Seburya, T.K.: Willson, F. and
Green ’ G.H. (1985) . A simple aerosol chamber for
experimental reproduction of respiratory dicease in pigs and
other species. Can. J. comp. Med. 49:434-435,

Papasian, C.; Downs, N.J.; Talley, R.; Romberger, D. and
Hodgen, G. (1987). Bordetella bronchiseptica bronchitis. J.

of Clin. Microbiol. 23(3) p.575-577.



95

Parker, C. (1976). Role of the genectics and physiclogy of
Bordetella pertussiz in the production of vaccine and the
study of host-parasite relationships in pertussis. Adv. Appl.
Microbiol.20:27-42.

Pashov, T.V.s Kurbala, M.Y. and Sereda, D.I. (1967).
Aeticlogy role of Pasteurella multocida and Bordetella
bronchiseptica in porcine infectious atrophic rhinitis .
Veterinariya. moscow. 14:48.

Pederszen, K.B.. and Rarford, K. (1977). Effect of vaccination
of sows with Bordetella bronchiseptica on the incidence of
atrophic rhinitis in swine. NBord. Vet. Med. 29:36%.

Pedersen, K.B. and Barfod, K. (1981). The aetiology
significarce of PBordetella bronchiseptica and Pagteurella

multocida in atrophic rhinitis of swine. Nord. Vet. Mead.

Pedersen, K.B. and Elling, F. (1984), Persistent atrophic
rhinitis induced by dermonecrotic Pagsteurella multocida.
J. of Comp. Pathol.34:203-214,

Pedersen, K.B. and Jensen, P.T. (1980). The influence of
pascsively acquired antibodies on the immune of piglets
immunised with a B, bronchiseptica vaccine. Proc. 6th Int.

Cong. Pig. Vet, Soc. Copenhagen. p.176.

Pedersen, K.B. and Nielsen, N.C. (1983). Atrophic rhinitis of
pigs. Comm. Eur. Communitis. Rep. EUR 9043'EN Luxemburg p.205

Pennings, A.M.; Storm, P.K. and Baars, J.C. (1984). Porcine
atrophic rhinitis : Use of vero cell line monclayer for
demostration of thermolabilke toxins and toxin-neutralizing
capacity antisera. Proc. Int. Pig. Vet. Soc. Cong. Belgium.

Penny, R.H.C. (1977). The influence of management changes on
the disese picture in pigs. Vet. Annu. 17:111. ) :

Phillis, J.W. (1976). Veterinary physioclogy. W.B. Saunders’
Philadelphia. o .



96

Phillis, _C.E. (1943). Bordetella bronchiseptica as a

factor in porcine pneumonias. Can. Comp. Med. 7:53-53.

Pijoan, C.; Morrison, R.B. and Hilley; H.I'. (1933).Serotyping
of Pasteurella multocida isolated from swine lungs cellected
. at slaughters J. Clin. Microbiol. 17: (6); 1074-1076.

Pijoan, C. (1984). Effecte of Pasteurella multocida and
Haepophiilus supernatants on macrophages. Froceedings 65th.
Annu, Meet Conf. Res, Work Anim. Dis. (Chicago), p. 279,

Pijoan, C.; Lastra, A.; Ramirez, C. and Lemar, A.D.(1984).
Isolation of toxigenic straine of Pasteurella multocida from
lungs of neumonic swine. JAVMA 183; (3); S22-523.

Pijoan, C. (1985). Neumonia del cerdo. En Encuentro sobre
Enfermedades Infecciosas del Cerdo. Editado por Correa, G.P.
y  Morilla, G.A.; Ediciones de la Asociaccidn Mexicana de
Veterinarics Especialistas en Cerdos (AMVEC). p.85-99.

Pijoan, C. and Morrison, R.({198%). Enzootic Pneumonia of
pige: the vrole of Pasteurella multocida. Swine Consultant
(Norder, Smithkline CIA), Winter 19853 p.1 vy 6.

Pijoan, C. y Trigo, F. (1986). Pasteurella. En: Enfermedades
de los Cerdos: Edit. R.R. Necoechea y C. Pijoan Aguade. Ed.
México; p.327-333.

Pijoan, C.; Trige and Hogg, A. (1988). Atrophic Rhinitis in
pigs associated with a toxigenie strain of Pasteurella

multocida serotyre A. Proceedings Int. Pig Soc. Congress,

Brazil p.32.

Pittman, M. (1974) . Genos Bordetella Moreno- Ldpez,
1952,p.282-283. In R.E.. Buchanan nad N.E.  Gibbons (ed).
Bergey's manual of determinate bacteriology, 8 th ed. The

Williams and Wilkins, Co. Baltimore.

Radtke, G. (1938). Untwersuchungen uber die .ursache und das
wesen der schnuffelkrankheit des schweinen. Arch. Wiss.
Prakt. Tierheilkd 72:371.



97

Ray, J.D. (1950). Brucella bronchigepticus. J. Am., Vet. Med.
Assoc. 116:51 .

'Rebers, P.A. and Heddleston, K.L. (1974). Inmunclogic

comparison of Westphal-type lipopolysaccharides and free
endotoxins from a encapzulated and nonencapsulated avian
strain of Pasteurella myltocidas; Am. J. Vet. Res. 35; 905~
560,

Richter, G.W. and Kress, Y. (1967). Electron microscopy of a
strain of Bordetella bronchiseptica. J. Bacteriol. 94:1216-
1224,

Roberts, R.S. (1947)., An immunological study of Pasteurella

Roor, M.R.; Veit, H.P.; Sinsky, R.J.; Veit, S.3 Hewlett, E.L.
and Kornegay, E. (1987). Virulence factors of PBordetella

bronchiseptic associated with the production of infectious

atrophic rhinitis and pneumonia in experimentally infected
neonatal swine. Infect. and Immur. $3(1):217-222. :

Ross, R.F.3 Switzar, W.P. and Duncan, J.R., (1967).

bronchicseptica in young pigs. Can. J. Comp. Med. Vet. Sci.

31:53-57.

Ross, R.F. (1984). Chronic pneumonia of swine with emphasis
on mycoplasmal pneumonia. Proceedings American Association of
swine Practitioners USA. P.79-96.

Ross, R.F. and Harry.P.M. (1969). Histamine-sensitizing
factor, muse protective antigens, and other antigens of some
members of the genus Bordetella. J. Bacteriol. 99:57-64.

Rurnels, L.J.  (1982). Infection atrophic rhinitis of swine
symposium on diagnosis and tretment swine diseases. p. 301-
318.

Rutter, J.M. {1981). Quantitative observations on Bordetella
bronchiseptica . infection in atrophic rhinitis of pigs., Vet.

Rec. 108:451.



Rutter, J.M. and Rojas, ®. (1982). Atrophic rhinitiz in
griotobiotic piglets: Differences in the pthegericity of
Pasteurella multocida - i cambination imfecticn with

Boardetella bronchiseptica. Vet. Rec. 110:531,

Rutter,J.M.; Francis, L.M. and Samscm, B.F. (1982). Virulence
of Bordetella bronchiseptica from pigs with or without

atrophic rhinitis. J. Med. Microbicl. 19: 10S.

Rutter, J.M.(1983), Virulence of Pagteurella pnultocida in

Atrophic Rhinitis of ganotcokiotic pigs infected with
Bordetella bronchiseptica; Res. Vet. Sci. 34; 287-29%5,

Rutter, J.M. and Collings, L.A. (1983). The virulence of
Bordetella bronchiseptica in atrophic rhinitis of pigs.

Atrophic rhinitis of pigs., Comm. Eur. Comunities. Rep. EUR,
Luxemburg,p.77.

Rutter, J.M. (1986). Virulence of P. multocida in atrophic

Vet. Sci. 34 3267-295.

Sawata, A. arnd Kume, K. (1982). Nasal turbimate atrophy in
young mice incoculated with Bordetella bronchiseptica of pig
origir. Res. Vet., Sci. 34:237-295.

Sebunya, N.R.: Saunders;J.R. and Usbo}ne, A.D. (1983). Dose
response relationships of H. pleuropneumonhiae erosols in

~pigs. Can. J. Comp. Med. 47:54-56.

Semj’n, G. and Magyar, T. (1985). A bovine haemagglutinin of
Bordetella bronchiceptica responsible for adherence. Acta

Vet. hungarica. 33:129-136.

Schofield, " F.W. and Jones, T.L. (1950). The pathology and
bacteriology of infectious atrophic rhinitis in swine. J. Am.
Vat. Med. Assoc. 116:120.

Schoss, P. and Thiel, C.P. (1984). Ocurrence of toxin
producing strains of Pasteurella multocida and Bordetellas
bronchigeptica in pigs herds with atrophic rhinitis and in
unaffected herds. Proc. Int. (Cong. Pig. Vet. Soc. Belgium.
P.94.



99

.Schosg, P. (1987). Wiener Tieraztliche Monatesrift 74:301.

Shimizu., T.M.; Nakagawa,M.; Shibata, S. and Suzuki,K., (1971).
Atrophic rhinitis produced by intranasal inoculation of
Bordetella bronchiseptica in hysterectomy produced colaostrum
desprived pigs. Cornell. Vet. 61: 696-871,

Silveira, D.s Edington, N. and Smith, I.M. (1971).
UWitrasestructural changes in the nasal turbinate bone of pigs
in early infecticn with Bordetella bronchiseptica. res. Vet.
Sci. 33:37.

Simmons, D.A. and Simpsorn, W. (1977). The biochemical and
cultural characteristics of Fasteurella multocida. Med. Lab.
Sci. 34:145-148.

Skelly, B.J.; Fruss, M.; Pellegrino, R.: Andersen. D. and
Abruzzo, G, (1980). Variation in degree of atrophic rhinitis
with field isolants of Bordetella bronchis=ptiza. Froc. Int.
Cong. Pig. Vet. Socg, Copenhagen. p.210.

Smith, I.M.; Gliphant, J.; BEaskerville, A.J. and Giles, C.J.
(1980} . High prevalence of strains of Bordetella

bronchiseptica resistant to pottentiaited sulphonamide in

English pigs herds in 1978-1979. Vet. rec. 106:462.

Smith, I.M.; Giles, C.J. and BRakerville, A.J. (1982). The
immunisation of pigs against experimental infection with
Bordetella bronchiseptica. Vet., Rec. 110:438.

Switzer, W.P. . (1931). Switzer, W.P. (195%8). Studies on
infections atrophic rhinitis, IV Characterization aof
pleurcopneumonia-like organisim isolated from the tasal
cavities of swine. Am. J. Vet. Res. 16:540. '

Switzer, W.P. (1956} . Studies of infecéious atrophic
rhinitis., V concept that several agents may cause turbinate
atrophy. Am. J, Vet. Res. 17:478-434, .

Switzer, W.P. and L'Ecuyver, C. (1960). Detection of swine
nasal virusess in cell culture. Am. J. Vet. Res. 21:967,

\

Switzer, W.P. and Farringten,, D.0. (1972). Progress in the



100

cont?ol of atrophic rhinitis caused by Bordetella

bronchiseptica in swinhe. J. Am. Vet. Med. Azsoc. 160:1325.

Switzer, W.P, and Farrington, D.0. (1975). Infecticus
atrophic rhinitis. In diseazes of switie, 4th. ed ‘Ed.H.W.
Durme and D. Lemar, Ames Iowa State Univ. press, p.687.

Switzer, W.P. (1981). Bordetellosis. p.497-507. In A.D.
Lemani. R.D. Glock, W.L.; Mengelin, R.H.; Penny E.; Schell, E,
and Straw, B. (ed.) Disease of swine). Sth. ed. The Iowa
State University Press. Ames. '

Thomson, G.R. and Gilka, F. (1974). A brief review of
pulmonary clearance of bacterial aercsols emphatizirng aspects
of particular relevance to vetarinary medicine. Can. Vet. J.
13:99-106.

Thorp, F. and Ténner, F.W. (1940). Bacteriological study of
the aerobic flora ocurring in pneumonic lunge of swine. J.
Am. Vet. Med. Ascoc. 96:149-160. '

Thigpen, J.E.; Clements, M.E. and Gupta, B.N. (1978),
Isolation of Pasteurella aercgeres from the uterus of rabbits

fallowing abtortion. Lab. Animal. Sci. 28:444,

Tornoe, N. and Nielsen, N.C. (1976). Inoculation experiments
with Bordetella bronchiseptica starins in SPF pigs. Nord.

Vet. 28:233-242.

Trigo, E. and Pijoan, C. (1988). FPresence of pili in
Pasteurella multocida strains associated with atrorhic

rhinitis. Vet. Rec. 122:19.

Trige, E. and Pijoan , C. (1988). Effect of piliation
on the production of atrophic rhinitis iEfEﬁEE&T““ﬁrG&T"iﬁii
Cong. Vet. Brazil, p.31.

Van dar Heyden, - é.J.: Kamp, E.M.3 Pals, J.W. and Tetenbourg,
G.J. (1984)., Isolation and characterization of a heat-labile:
dermonecrotoxin from Pasteurella multocida. Proceedinas Int.

Pig Vet. Soc. Congress, Belgium.



Whittlestone, - P. (1982). Infectious agents associated with
porcine respiratory diseases. Pig Vet. Soc. Proc. 9:71.

Wilsen, M.P. and Miles, G, (1946). Bordetella Qggggb;ggeg;gg'

a re-assessment of its role in canirne respiratory disease,
Vet. Rec. 93:486-487. :

Woodmins , (1980). The effect of medicated feed on the nasal
microflora and weight gain of pigs. Can. J. Comp. Med. 36:49

Yokomizo, Y. and Shimizu, T (1979). Adherence of Bordetella
bronchiseptica to swine nasal epithelial cells and its
possible role in virulenca. Res. Vet. sci. 27115,

Zink, Ch. and Yakar, J. (1987). Experimental infection of
piglets by aerosols of Rhodpceccus egui. Cao. I, Vet. Res. 31
s 220-296,



	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	1.0. Introducción
	2.0. Objetivos
	3.0. Material y Métodos
	4.0. Resultados
	5.0. Discusión
	6.0. Conclusiones
	7.0. Bibliografía



