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RESUNEN

£En este trabajo se ovalud una vacuna bivalente,
elaborada con el virus de la pseudorabia y P, pultocida: los
pardmetros utilizados para la evaluacidn fueron. temperatura
rectal, signos respiratorios, grado de lesion pulmonar
(macro y microscopica), serologfa contra el virus de la
enfermedad de Aujeszky (VEA) y aislamiento bacteriano.

£l estudio se realizs utilizando cerdos SFF a fiebre
porcina cldsica (FPC), VEAR y parvovirug porcino: se formaron
5 grupos de 4 cerdos cada uno: E! grupa I (Desafiado sdélo
con P. multocidal: El grupo I1 (Desarfiado con PRV y P,
myltocida): El grupo III (vacunado contra P. multocida,
desafiado con P. pultocjda): E! grupo IV (vacunado contra
PRV, desafiado con PRV y P. multocidal); y el grupo V

tVacunado con VER y P, multocida. desarfiado con VEA y P.
mujtocida) fue en el que 38 svaluds la vacuna bivalente.
El trabajo se desarrollo cronoldgicamente de la

siguiente forma: E! dria 1 del experimento se vacunaron a los
grupos JII, IV y V: el! desaffe con el virus de Ja
- pseudoradia a los grupos IX, IV y V fue el dia 11,
utilizando 1800 TCID, con 2 ml via intranasal: el dfa 15 ge
desafic con P. multocida a los cinco grupos. el degafro se
realizo _en una cdmara de nebulizacidn: la nebulizacidn fue
con 3X10% bacterias/ml (total 14 ml en 30 minutoss.

En los animales de 1los grupos I v III la tempsratura
fue normal, no obtservandoss algun signo respiratorioc después
del desaffio con B. multecida. E! grupo II mostro ligera
apatra Yy anorexia al cuarto dre posdesaffo con PRV,
hipertermia del segundo al quinto dia despuds de este
desafro: a los 2 dias posdesafio con P. multocida los signos
de apatia y anorexia fueron aun mids marcados, Sin observarss
la pasterelosis pulmonar esperada. E! grupo IV no presento
cambio alguno despuds del desarfo con PRV, al tercer dra
posdesgaffo con P, multocida manifestaron hipertermia con una
ligera apatfa y anorexia, 3in Fignos respiratorios,
macrogcopicamente en todos los animaleg de este grupo. Se
observaron lesiones pulmonares hemorrdgicas abarcando de un
23 al 25 % de la superficie pulmonar. En el grupo V la
temperatura fue normal sin manifestar signos respiratorios,
en dos animales de este grupo se observaron lesioneg
pulmonares macrogcopicas, el primero presentd una lesion de
tipe hemorrdgico., abarcando un 25 % de la superficie
pulmeonar., el segundo animal presentd una lesion tipica de
Actinobacillus pleurcopneumeniag, mostrande una drea de
consolidacion en un 20 % de la superficie pulmonar. con
aspecto gris rojizo fibrinohemorrdgico con adherencias.

En todos los grupos se realsls P, multocida a partir
de muestras pulmonares.

El grupo Il a partir del! tercer sangrado (dia 18 del
experimento) 4/4 animales fueron positivos a la presencia de
antjcuerpos contra PRV. E!' grupo IV 1/4 fus positivo a la
presencia de anticuerpos contra PRV a partir del segundo
sangrado (dfa 11 del experimento), pero al tercer sangrado



4/4 . fueron positivos & dicha prueba., En el grupo V al
segundo sangrado 3/4. y al tercer sangrado </4 fueron
positivos a la presencia de anticuerpos contra PRV.

La diferencia en la respuesta inmune entre lom grupos
IV y V. probablemente gse debe a que en la vacuna bivalente
{(grupo V), la pressncia del antigeno bacteriane y sus
componentes Quimiotdcticos, pudleran favorecer una mejor
respuegta Jnmune que el grupo IV.

Egstosx resultades demuestran, que la dogis de desafrec
empleada en animales no vacunados (grupo Il}). sirvid camo
antigsno capaz de producir una respuesta jnmune y no asf una
Jnmunosupresion pulmonar, debido a que los animales
vacunados y posteriormente desafiados con el virus (grupos
IV}, oe comportaron sercoldgicamente igual al grupo II, con
excopcion del animal que salic positivo al ssgundo sangrado:
pero a los 7 dias despuss del desaffo con PRV, ambos grupos
fueron 100 % positivos.

Debido & gue el grupo V (vacuna bivalente) presentd
menor numero de animales con lesicn pulmonar con respecto
del! IV (vacuna contra PRYV). el cual pregenté anorexia,
apatra e hipertermia despuds del desafio con P. multocida;
planteando asr la posibilidad de que la wutilizacion de la
vacuna bivalente tiene mejor resultado en la prevencidn de
la pasterelosis pulmonar (inducida por Jla PRV)., que la
vacunacion séla contra Aujeszky.
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2. INTRODUCCION.

La produccién moderna de loz cerdos, tiende a
evelucionar hacia una actividad cada vez mds especializada y
de tipo industrial. estoc debido principalmente a que las
tdcnicas de produccisén animal han pormitido alta
concentracion de animales por unidad de produccidn.

La clave en el dxito de la porcicultura moderna radica
en aumentar los fndices do ganancia diaria de peso (GDP) y
disminuir la conversidn alimenticia (CA), pardmetros que se
observan seriamente afectados por enfermedades de tipo
cronico. espscialmente las neumonfas. En el caso de la
"neumonifa enzodtica' se presentan fonomeonos desfavorables sn
la productividad, es asy que la GDP disminuye oentrs un 6 y
25% mientras que la CA aumenta entre un 17 y 30% prolongando
la engorda una semana (Morrison y cols.. 1986).

Se ha determinade gque los cerdos infectados con
NMycoplagma hyeppoumoniae consumen 32% mis de alimento, estos
pardmetros fueron considerablemente mds graves cuando la
infeccidn fue en forma asecuencial, primero MNycoplasma
hyopneumoniase seguida de Pasteurella multocida (P
multocida) lo que provocd que los cerdos consumieran 59%
mayor cantidad de alimento, comparado con los cerdos del
grupo testigo (Cipridn y cols., 1988).

El efecto de la pleuroneumonfa contagiosa porcina sobre
la GDP y CA se ha calculado en los Estedos Unidos. y han

estimado que por cada 1% de lesion pulmonar en el cerdo, se



incrementa el periodo de engorda para alcanzar loa 90 Kg de
peso en 1.2 dias, por lo que se ha estimado las pdrdidas
economicas producidas por esta enfermedad son de millones de
dolares al affio (Armstrong. 1982).

Tambidn =me ha demostrado que la GDP fue desfavorable
cuando los cerdos vacunados contra la enfermedad de Aujeszky
fueron desafiados con el virus patdgeno de Aujeszky, gin
embargo., Ja pdrdida fue total cuando fueron desafiados

primero con el virus patdgeno de Aujeszky y posteriormente

con una dosis minima do Actinobacjillus pleuropneumonias (A.
Rleuropneumoniae) (Falcon. 1989}.

1.1. Enfermedad de Aujeszky.

1.1.1. Antecedantes.

La enrermedad fue descrita por primera vez en 1902 por
Alandar Aujeszky. en Hungria y desde entonces ha sidc
reportada en diversos paises de todo el mundo. En México el
virus se aislé por primera vez de cerdos en 1971, aunque la
enfermedad ya habta sido descrita con anterioridad por

Bachotold en 1945 en ganado vacunc. (Martell ) cols., 1971).

1.1.2 Sinonimias.
Virus de la enfermedad de Aujeszky (VEA)., Pseudorrabia
(PRV}. prurito loco, comezdén loca o pardlisig infaccioga

bulbar (Necoechea., 1982).



1.1.3. Btiologia.

En el cuarto reporte de! comite internacional para la
taxonomra de los virus e! VEA esta clasificado como
perteneciente a la familia Hoerpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género: grupo I de 1los Herpes Virus
Suinos, especie: Herpesvirus suis I {(Pseudorrabia)
(Hatthows, 1982}.

Se ha obaervado que el virus es capaz de producir una
respuesta de anticuerpos neutralizantes despuds de la
infeccion natural o experimental (Baskerville y cols,,
1973). Algunos de los componentes del viridn, especralmente
las glicoproterfnas mayoritarias de la envoltura viral, son
importantes en la neutralizacién (Dalsgaard, 1982: Pauli y
cols., 1982).

La caracterizacion de estas proteinas, en un futuro.
podrd aportar datos de cuales de ellas son mds importantes
en la neutralizacion del virus, cuales pse¢ oxpresan en
cdlulas Infoectadas latentemente y. a efectos profildcticos,
la posibilidad de clonar segmentos del genoma para ia
pProduccidén de antigenos inmunizantes libres de dcidos

nuciéicos (Doogson y cols.. 1982).

1.1.4. Patogenegis.

En condiciones naturales se admite que el cerdo ss
infectado mediante la introduccidén o inhalacidn del virus en
la cavidad nasal (Baskerville y cols., 1973). En condiciones

experimentales Jla expogicidn intranasal produce un sfndrome



mds parecide al de la infeccidn natural gue la inoculacicn
por otras vias (Olander y colms., 1966).

La transmision directa cerdo a cerdo se produce por las
seocreciones orales y nasales., durante y despuds de la
enfermedad natural (Shope., 1964).

Log animales que 3¢ han recuperado de la enfermedad
pueden pasar a un oeostadio de infeccién latente. La
reactivacion de los virus latentes sge conaidera una de las
formas m4as Importantes de transmisidn. y persistencia en la
explotacion porcina, de la enfermedad (Sabo, 196%).

Una vez que el virus entra en la nasofaringe, el sitio
primario de replicacisn parece estar en el tracto
respiratorio superior (Mc Ferran y Dow, 1965).

Durante las primeras 24 horas. despuds de la infeccion
2a multiplicacion del! virus estuve limitada a mucesia nasal,
faringe. tonsilas (Nc Ferran y Dow, 19653) y tambkiédn en el
pulmon (Wittman y colm.. 1980).

Se estipuls gque el virus emigra a lo largo de las
fidras nerviosas, por el axoplasma. por flujo axonal
retrégrado hacia los cuerpos neuronales on gdnglios y de
allsr al SNC (Delivo y cols., 1978).

El wvirus ha sido aiglado del suero, a bajom
tftulos, desde ol dia 1 al 7 posinfeccidn (Wittman y cols.,
1980), peoro otros autores consideran qus la capacidad del
virus para invadir el torrente sangufneoc y producir viremia,
@5 una caracterrstica de determinadas cepas del virug (Sabe

¥y cols., 1968 y 1969). Esto podria explicar la afeccidn



inconstante de otros organcs ademds del SNC, aparato
respiratorio y nddules linfdticos (Baskerville y cols.,
2973).

. &n condiciones naturales, ol VER suele tener un
curso terminal (agudo y mortal) en la mayoria de las
especies afectadas; excepto en el cerdo, donde la enfermedad
as lJove en animales adultos y grave en lechones, por lo que
asta sgpacie estd considerada como un reservorio natural del
virus (Kojnok, 1965; Gustafson, 1975).

La inmundad posinfecion, calostral o postvacunal (ya
sea con una vacuna atenuada o inactivada) no protege de la
infeccion, ni tampoco del eatablecimiento de la infeccion
latents, ni esvita la excrecion del virus (Mc Ferran y Dow.
1973; Mc Ferran y Dow. 1975:; Andries y cols., 1978:; Mock y
cols., 1981).

El movimiento de objetos también se ha relacionado como
factor de transmision: equipamiento compartido entre
axplotaciones, vshiculos de la granja, camiones de
entrega. .. (Cartwright., 1982). El hombre puede acluar como
vector mecdnico. ya que no hay evidencias de que el humano
sa jnfecte., y no se han detectado anticuerpos neutralizantes
en el suero humano (Gustafson, 1975). Otras especies como
pdjaros. insectos... podrfan astar Iinvolucradas en la
digeminacidn local en forma mecdnica (Cartwright, 1982).

El tipo de alimentacidon se ha relacionado con la

incidencia de la enfermedad ya que esta eos especialmente



alavada en las explotaciones que wutilizan restos de
alimentacién humana “escamocha" (Howarth y cols.. 1981).

La enfermedad presenta una cierta estacionalidad.
habiendose observado un aumento en el numero de focos en los
meses invernales y, por el contrario, una disminucidn
durante los meses de verano (lLautis, 1969; Toma, 1980:
Pensaart y cols., 1982).

El tamafio de la explotacion ha sido relacionado
con el establecimiento enzodtico de la enfermedad (Sabo y
Grunet, 1971; Ursache y cols., 1977; Lenihan y O'Connor,
1982).

Existen mualtiples evidenciss de focos pogsintroduccion
de animales, aparentemente sanos, a la oexplotacidn. En
algunos casos la enfermedad no se manifesto hasta 20 meses
mnis tarde (Gustarfson, 1975: Bitsch y Andersen. 19862:
Cartwright, 1982).

Los aspectos ha considerar para control y erradicacioén
del VEA son: eliminacidn de animales portadores. y evitar el
movimiento de cerdos entre explotacionea (Thawley y cols.,

1979: Lenihan y 0'Connor, 1982).

1.1.5. Signos clinicos.

La enfermedad en el cerdo estd caracterizada por
sfntomas clfnicos, lesiones macroscopicas Yy cembios
histopatoldgicos en el SNC: psro aunque estag
manifestaciones estdn casi giempre presentes en algunos

estadfos de la infeccion natural y experimental, estasz



pueden variar considerablemente en severidad (Olander y
cols., 1966: Pirtle y Gutekunst, 1978). Algunos autores han
seflalado que los signos respiratorios pueden ger la
caractersrstica mds importante de la enfermedad (Ghenev y
Stoyanov, 1958:; Lautie, 1969: Baskerville y cols., 1971}.

En la infeccidn onatural se ha observade formas leves
con [risbre, anorexia, sonido nasal y bajyo porcentaje da
mortalidad. En las formas gsveras log animales presentan
ademds vémito. postracion y sfntomas nerviosog como:
excitacion 1incoordinacidn, paresia del tercio posterijor,
movimientos en clirculos, convulgiones epileptiformes y
dapresisn de estadics terminales: esta forma clfnica se
acompafia de altos Indices de mortalidad (Dow y Mc Ferran,
1962; Olander y cols., 1966: Baskerville y cols.. 1973).

Las diferencias observadas en cuanto a lag
manifestacicnes clinicas han side atribuidas a: edad del
cerdo (Bagkerville y cols., 1973}, cepas dsl virus
(Baskerville ¥ cols.. 1971). dog? - de exposicién
(Baskerville, 1972a), susceptibilidad individual y estado
Ynmune (Gutekunat y Pirtle, 1979; Alva-Valdes y cols.,
1983},

Con respecto a la edad, se considera que los lechones
son los mas susceptibles hasta las dos semanas de edad,
presentan una mortalidad del 100% que disminuye
progresivamente para alcanzar un nivel del 5-20% a lag 5
semanas de edad (Baskerville y colg.. 1973). La forma

clfnica de la enfermedad puede variar en relacion al tiempo



de vida de los animales: la inoculacidn experimental a dosis
constantes, produce en cerdos de <4 somanas signos
exclusivamente nerviosos, mientras que, en los de 10
semanas, se observé rinitis, tonsilitis, neumonfa y sfntomas
norviogog leves (Bran y cols.. 1968).

En cerdos de engorda la aintomatologia es diffcil de
describir ya que presenta caracteriIsticas subclinicas, y el
proceso se diagnostica poateriormente debido a la
transmisiodn a bovinos. ovinos , perros y gatos (Lautie,
1969: Thawley y cols.. 19608:; Toma, 1980): O simplementae
detectado en estudio sercldgico (Thawley y cols., 1979;
Szweda y cols., 1980:; Pittler, 1982; Nc Ferran y cols.,
1982). En otros casos se pragenta una enformedad con ficbre
inapoetencia y ligeras manifegstacionas nerviosas o como un
problema pulmonar acompafiado de disnea. la mortalidad en
estos casos oscila entre 1 y 3% (Lautle, 1969: Akkermans,
1976) . -

En los animales reproductores la enfermsdad puede pasar
desapersibida ya Qque los sintomas nervicsos son raros y sdlo
86 observa ligera anorexia y fiebre: en cerdas gestantes y
como secuela de la Infeccisdn, se pueden presentar abortos,
mortinatos y momificaciones (Kluge y Maréd., 1974; Wohlgemuth

¥y cols., 1978; Thawley y cols., I980 ).




1.2.6. Lesiones macroscipicas encontradas & la necropsia o
histopatologia.

En general las .Iaalonaa macroscopicas son poco
marcadas, tanto en la iInfeccion natural como expsrimental,
se cbaar\;a.- rinitis purulenta, frfaringitis, tonsilitis
(Corner, 1965., Bran y cols., 1968). poquefias hemorragias y
congeatidn poriféricas débil en nédulos linfdticos,
especialmente loa de cabeza, cuello y aparato respiratorio:
ocasionalmente. eon un reducido numero de animales. e
observan petoguias en médula renal, congestién de corebro y
meninges, acompafiado de odema en pulmon y liquido cerebro
eapinal eon exceso (Dow y 'Hc Forran, 1962: Gustafson, 1975:
Olander y cols.., 1966).

La infeccidn natural y expoerimental con cepas
neumotropas produce leslones mds parcadas en pulmdn, que
consisten en grandes dreas de consolidacidn roja obscura
principalmente en ldbulos apicales y cardiaco (Beckor. 1964;
Corner. 1965).

. Baskerville (1973a) roalizé un estudio detallado sobre
las losiones en pulmon de cerdos inoculades via Intranasal y
obgerve gque, ademas de log ldébulog apicales y cardiaco, se
afectaron las dreas ventrales del 10bulo diafragmdtico e
intermedio, aunque en menor proporcion. Alrededor de las
dreas consolidadas fue comun el edema superficial y del
gepto interlobular, a menudo los bronquiocs estuvieron
parcialmente o totalmente, ocluidos por exudados. Estas

lesiones se observaron desde las 24 horas hasta el drfa 16
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posinoculacidon experimental., B conveniente seflalar que
estas lesiones on el pulmon seordn dificiimente
diferenciables de lesiones de neumonfa enzodtica porcina
(Livingston Y cols., 1972) y de influsnza porcina
(Easterday, 1975).

Lam lesiones microscopicas, tanto en infeccion
exparimental wvia iIntranasal como en la patural, fueron:
meningoencefalitis no supurativa acompafiada de mielitia,
ganglioneuritis, infiltracion pan'va-cular‘ de células
mononucleares, glicals focal difusa. necrosis neurcnal,
glia extensa y neuronofagia. Estas Jesiones se encuentran
principailmente en la materia gris del cerebro. corteza
cerebral y, con menor intensidad, se obsarva también en el
cerebro primitivo especialmente en las regionas dorsales,
alredador del conducto cerebral y wventriculos (Dow y Nc
Ferran., 1962; Olander y colm., 1966:; Guastafson, 1975).

Tambidn pueden encontrarks Iinclusiones intranucleares
en neurona, astrocitos y oligodendoglsa, particularmente en
la ,corteza cerebral. y ocasionalmente puaden observarse en
células de Purkinje. cerebro primitivo y cuerda espinal (Dow
¥ Mc Ferran 1962).

La infeccidn experimental, con cepas noumotropas.
producen una necrosis no selectiva y extensa que conduce a
una bronquitis, bdronquiolitia y alvoolitis necrosante
(baakervllla. 1973a; Ducatelle y col=., 1982).

Lo cambios oxudativos Yy necrosantes,

particularmente los observados on la superficie de los
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bronquios, asf como la presencia de Iinclusiones
intranucleares en las células epiteliales de bronquios y
alveolos, hacen que sea posible diferenciar ests tipo de
neumonta de la preducida por la influenza porcina y neumonia
snzodtica (Livingston y cols., 1972; Baskerville, 1973a:
Easterday. 1975).

1.2. Evidencias qus apoyan la participacion del virus de la
enfermedad de Aufeszky como agente primario en las
neumonftag.

La participacion des dste virum on las afecciones
respiartorias del cerdo se resumen en las asiguientes
evidenciaz:

a) E! virus poses la capacidad de multiplicacién en
nasofaringe, trdquea y pulmén, produciendo lesiocnes leves en
el tracto rsspiratorio. Ademds do que exioten cepas
neumotropas asociadas a neumonfas severas (Becker, 1964,
Corner, 1963; bBran et al., 1968; Baskerville, 1973). Es
conveniante sefalar que estas lesiones en el pulmén serdn
diffcilmente diferenciables de lesiones de neumonfa
enzodtica. (Livingaton et el., 1972) y de Influenza Porcina
(Easterday. 1975).

b) En el cerdo de engorda la enfermsdad tiende a
manifestarse de forms subclinicsa, pudiendo pasar
desapercibida o seguir un curso caracterizado por
alteraciones respiratorias de intensidad variable,
acompafiadas o no de afeccidn nerviosa ligera (Akkermans,

1976) .
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c) Las copas neumotropas, las atenuadas naturaimente y
las vacunales muestran un comportamiente parecido para los
marcadores de virulencia (Bartha, 1961: Bodon et al.. 1968:
Plate ot al.. 1979; Platt, 1980; Platt, 1981).

d) En explotaciones pegusfias, de menos de 50
reproductoras, la enfermedad es autolimitante ya que todos
los animales adgquieren altos titulos de anticuerpos
noutraljzantes en cortos periodes de tiempo: en
explotaciones mayores de mda de 100 reproductoras, la
enfermadad tiende a establecerse en forma enzodtica (Sabo y
Grunet, 1971: Akkermans, 1976; Ursache et el., 1977}. El
virus continda circulando sn esta ultima bien por rupturas
en la inmunidad de hato, bien por la capacidad del! virus de
la enfermesdad de Aujsszky para establecerse de forma latente
© ambas s8ituacionss en armonia. Jo que explicarfa la
existencia de ciclos de reinfeccidén que se manirfestarran con
formas clinicas leves y respiratorias en log cerdos de
engorda (Akkormans, 1970:; Akkermans et al., 1976).

e) Evidenciaa por aigslamientos del! virus de la
entfermedad de Aujeszky. en unidades de engorda con problemas
respiratorios, que al analizarlas encuentran la presencia
del wvirus de Influenza porcina, asf como el virus de la
enfermedad de Aujeszky. poro dste, altimo en mayor

proporcidn (Motovsky, 1975; Andries et al.., 1981).
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1.3. Pasteurelosis pulmonar del cerdo.

1.3.2. Antecodentes.

En la Repudlica moxicana, la pasteurelosis pulmeonar
parece ger una de las afecciones respiratorias mds .
frecuentes en el cerdo de ongorda. En efecto, varios
investigadores han mostrado en estudios realizados a nive!
de rastro que las bactorias mwids comunmente relacionadas con
el pulmon neumdnico es la P, myltocida (Pijoan y cols..
1976; Ochoa. 1978: Badiola y cole., 1984).

Se han reconocide cuatro serotipos de P, multecida
denominada A, B. D y E. esta clasificacidn estd basada en
los antrgenocs capsulares (Carter, 1975).

Algunos resultados de estudios on Néxico,
particularmente a partir de pulmones neumdnicos de cerdos do
engorda, han mostrado gque la mayorra de las cepas de
Pagteuyroella pertenccen a los serotipos A y D (Licea J.,
1980; Piljoan y Trigo, 1962). Aungue mds rocientemente otros
investigadores en estudios similares han encontrado una alta
predominancia de cepas tipo D sobre las A (Pujoles y cols.,
1984) .

Se ha demostrado que P, multocida no cuenta con la
caractorfstica de citoadherencia 1la cual es uno ds los
mecanismos de patogenicidad Importante para producir la
infeccion respiratoria cuando es inoculada por sf sola
(Pijoan y Cols. 1978). Sin embargo, ase considera un comensal

frocuente del tracto respiratoric superior (Carter, 1975} y
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un patdégeno oportunista en los procesos neumonicos del cerdo
(Pijoan y Ochoa. 1978; Goism y cols., 1980: Morrimon y cols..
1984).

Por otro lado se ha demostrado en el cerdo, que la P
multocjda., cuando es inoculada por vfa Intranasal., no
produce =signos respiratorics., ni lesiones neumonicas
(Carter. 1973; Gois y cols.. 1983).

Sin embargo se ha comprobado que estas bacterias sdio
pueden producir cuadros patologicos, cuando el tracto
respiratorio {ds modo general) es inmunosuprimido por
primoinfeccionss con agentes virales (Carter. 1923)
micoplasmas (Pijecan, 1982a) o por factores modicambientales
adversos (Carter. 1973; Pijoan y Trigo, 1982).

Diversaa teorjas- se han propuesto para explicar los
mecanismos de patogenicidad en los casoy de fnvasion
pulmonar por pasteurelas:; Entre las teorfas que se han
mencionado se encuentran las siguientes: (ue lag cepas
capsuladas son mds patogdnicas Yy resistontes a la
fagqcitosis en comparacicén con lax cepas no capsuladas
(Carter, 1967). Que la cdpsula protege a la bacteria de la
actividad bacteriolstica del complemento Yy de la
opsonizacidn (Maheswaran y Thies, 1979), ademds que algunas
cepag bacterianas producirfan sustancias toxicas que alteran
la actividad de las células fagocitarias del tracto
respiratorio (Walker y cols., 1980: Benson y cols., 1978;
Baluyut y cols., 1981}.



1.3.2. Etiologira.
El nombre de Pasteurella fue introduc:’do en homenafe a

Louis Pasteur, por sus observaciones sobre cdlera aviar. Kl

nombre actual de la P, pultocida fue fiada por R L h
y Merchant en 1939.

La pastourelosis pulinonar en cerdos parece ser una de
las enfermedades respiratorias mas comunes de los animales
en México. En efecto, Pijoan, Ochoa y Trigo: encontraron que
P. multocida (mas no ast Pasteurella haemolytica) era el
agente que con mayor frecuencia se relacionaba con lesiones
pulmonares soveras. (Pijoan y Trigo, 1276).

P. multocida, es un cocobacilo, baston., Gram
negativa, ovoide., corto, capsulados, con una bipolaridad
caracterystica: mide aproximadamsnte i X 0.5-0.8 uu. Aunque
la morfolilogia y caracterfsticas tintoriales pusden variar,
particularmente cuando se aislan de tracto respiratorio y
despuds de subcultivos repetidos en medios artificiales. En
egsas circungtancias deja de observarse la bipolaridad y
pueden tomar forma de bacilos alargados., de hasta 5 X 1 uu
con pérdida de cdpsula (Buxton y Frase, 1977; Carter, 1978),

Estos microorganismos son inméviles, no esporulsdos,
anasrobios facultativos y crecen bien on medioa sintdticos.
enriquecidos con sangre y suero: cuya identificacion rdpida
puede hacerse utilizando el medio de SIM-rafinosa (Pijoan y
Ochoa, 1978) despuds de su primoaislamiento. que se realiza
en agar sangre (Pijoan y Trigo 1976). Las colonias

bacterianas, en medios golidos. gon de tamafic mediano,
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redondas brillantes, grisdceas. Se han observado variantes
coloniales lisas~-iridiscentesn, mucosas-jiridiscentes ¥
rugosas azules (Carter, 1973).

Los antfgenos capsulares han sido ostudiados por
distintos autores. Roberts (1947) definid cuatro grupos: I.
Ir, III, y IV, mediante pruebas de proteccion cruzada.
Cartor (1955). por hemoaglutinacion indirecta, procedimiento
en el cual se adsorben loa polisacdridoa capsulares a
glébulos rojos, ratificd la existencia de cuatro tipos de
cdpsula: A, B, C y D; mas tarde el serogrupo C se descarto
para establecer un nuevo tipo E (Carter, 1961 y 1963). la
clagificacion de Carter se corresponde con la de Roborts del
siguients modo B/I. AsII. E/III, DysIV (Badiola, 1984).
Adoemds cada serotipo subcepsular ostd subdividido a =su vez
on asubserotipos que reperesentan antigenos somdticos de
pared celular.

La complejidad antigénica de la bacteria permitiria
explicar la débil inmunidad cruzada que se ha obssrvado por
fnmynizacidn experimental a raton (Rimler y Boycott, 1979:
Van dor Marel y colg.. 1984) asf como la poca utilidad de la
vacuna en cerdos (Fijoan y cols., 1982).

Las caracteristicas biotripicas de la £, multoecida
aigladas de cerdos como son produccién de toxinas pressncia
de fimbrias, y otras ya descritas (Buxton y Fraser, 1977)
son Importantes en la virulencia ds la misma, pero parece
mser que golo en la rinitis atrdfica y no en las neumonrfas. A

pesar de eso es dirrcil de llevar a cabo la colonizacidn de
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las fosas nasales de cerdos sanos con P, gmultocjda. a menos
que se combine con [Bordetella bronchigeptica o gque se
prosenten factores prad‘iaponontcl {Rutter. 1983: Fijoan y
Norrison, 1985).

En Europa se ha demostrado que las pasteurelas aizladas
de casos de Rinitis atréfice pertenecen al soerotipe D, se
caracterizan por producir toxinas, que se miden
biologicamente con las asiguientes pruebas: inoculacidn de
sobrsnadante de un cultivo por via intradérmica a la piel de
cuye; ol resulatado 8e expresa como la produccidn de una
dermonecrotoxina (DNT+) por parte de la P, guitocida. o
inoculacidn por via intraperitoneal (De Jong et al., 1980) a
ratenes para estudio de letalidad (Rutter, 1983) o pruebas
de toxicidad en cultivo de tejidos (Lastra y Pijoan, 1984).

E] aislamiento y @gerotipificacion de P, multocida,
aislada a partir de pulmdén neumdnico colectados en rastros,
a reovelado que ol 97.3% son del tipo capoular A, y el 2.7%
del tipo D: el antigeno somdtico primario mis frecuentemente
encontrado fue el tipo 3 (86%),. y dsntro de los secundarios
fuen el tipo 5 (86.7%); asi el serotipo mds frecuentemente
encontrado fue el A: 3, 5 (39.2%): meguido de A: 3, 4. 5,
12, (12.2%: A: 3. 4, 5. (11.2%); A: 3. 5, 12, (10.4%); A:
3. (6.8%) y A: 5, (6.6%). Las cepas tipc D tuvieron una
distribucion similar de serotipos, pero el mds encontrado
fue el D: 5. (33.3%) y e¢1 D: 3 (5). (33.3%), en ofecto. la
prevalencia de Jas cepas Ay D en pulmones neuménicos -

favorece en forma muy sgrgnificativa a las cepas A, sin
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embargo ez posible qus e! uso de tdcnicas de inoculacidn
animal como parte del eislamiento primario de rutina
resultarfa en una alta proporcion de cepas tipo D de
pulmones neumdnicos de cerdo (Pijoan ot al., 1983). la fiora
nasal del cerdo riniftico es de BOX D y 20% A y la flora del
cordo neumdénico es 55% A y 15% D. Se ha demostrado que esto
36 debe al comportamiento dal macrofago alveolar ya que esta
céiula es capaz de fagocitar rdpidamente a las cepas D pero
no e las A. aparentemonte debido a que las A posesn una
espesa cdpsula de dcido hialurdnco que las protege de la
fagocitosis (Pijoan., 1985), Por otre lade losm macrofages
alveolares no son susceptibles a la accidn de la toxina que
produce la P. mulfocida tipo D (Pijoan, 1984).

En México, Badiola y Pujols (1984) realizaron un
oestudio con pulmones neumdnicos y normales de rastro y
encontraron gque de 72 pulmones con lesiones neumdnicas., del
518 se aislo algun tipo de Pasteurella y de los 34 pulmores
normales en un 21% tambidn so aislé le bacteria. Un 14% (6)
resulto tener P. haemolytica y un 86% (38) tuvo PB.
quftocida, la tipificacidn pulmonar encontrada fue: 14% no
tipificadas: 18% tipo capsular A y 68% del tipo capsular D.
Ademds observaron una falta de correlacidén entre el tipo
capsular y la patogenicidad para el ratén cuando age
inocularon por via intraperitoneal. En México aun nc se han

determinado lo3 serotipos somdticos (Pijoan y Trigo, 1976).



1.3.3. Patogenia.

La £. muitecida es un comensal frecuente de Ia
nasofarings que puede persistir allf, sin daflo aparente para
el hudsped. Aunque la adherencia a epitelios no parece ser
una caracterfstica de esta bacteria, Harris y Switzer (1968)
observaron que la colonizacioén nasal se vié favorscida
despuds de la inoculacion de [B. bronchigeptica: Pedersen y
Ellinqg (1984) sdlo produjeron la colonizacidn nasal despuds
del tratamiento con una solucion de dcido acdético al 1%
gobre la mucosa: Gois y cols. (1983) obtuvieron la
colonizacidn nasal, a corto y largo plazo, en cerdos
obtenidos por cegdrea y privados de calostro, por
Inoculacidn nasal de le bacteria. Estos resultados sugieren
que la bacteria 8dlo coloniza la mucosa de la narfz bajo
determinadas situaciones predisponentes.

La colonizacién nasal podrifa explicar el que las
bacterias puedan descender hasta el tracto resapiratorio
Inferior de! mismo animal. o de animales cercanos libres gque
se .infectarfan por inhalacioén de los aorosoles liberados de
los cerdos portadores. Pijoan y cols. (1982), en un
experimento c¢op P, multocida tipo A inoculada a cerdos,
observaron que los animales control. que no estuvieron en
contacto directo con los Jnoculados, desarollaron
anticuerpos una semana despuds que los demds: por lo que
concluyeron que P. pmultocida ez capaz de difundirse

rdpidamente en las explotaciones.
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La inoculacion experimental no reproduce los sintomas y
lesiones de la enfermedad respiratoria (Carter, 1875: Pijoan
y cols.. 1982; Gois y cols., 1983), ain embargo, P2,
multocida es uno de los agentes aislados con mayor
fracuencia de pulmones nsumdnicos (Kielstein y cols.. 1977;
Ochoa 1978; Yamamoto y Ogata. 1982): ademds estas bacterias
muestran una relacion gignificativa con lesiones neumdnicas
(Ochoa, 1978; Goia y cols., 1980: Cowart y Beckstrém, 1984;
Norrison y cols., 1984).

En una infeccion por P. pultocjda ocurrirdn una serie
de eventos como los propuestos por Pijoan. (1985a), Pijoan y
MNorrison (1985):
1ro.—- Colonizacion de las bacterias en gran numero on ias
fosas nasales.
2do.~- Lag bacterias son Inhaladas al pulmdn en las gotas de
tamallo pequefio eludiendo los mecaniamos de remocion
traguecbronquial e impactandose en los alveollas.
3ro.~ El macrofago estd suprimido por una infeccidn viral
(virus vacunal de Fiebre Porcina Cldsica o el virug de la
enfermedad de Aujeszky).
4to.- S5 la P, multocida pertensce a un serotipo que es
diffcil de fagocitar por el macrdfago. dsta coloniza al
pulmdén y se producen las lesiones nsumdnicas mds severas.

Es evidente que mientras el drbol tragueobronquial es
bastante resistente, el alveolo pulmonar es muy susceptible.
De hecho. estudios de Piljoan y Ochoa (1978) demostraron que

P. multocida fue susceptible a la accidén microbiana del
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sobrenadante de cuitivos de trdqueas smbrionarias (explantes
traqueales) de cerdo, debido a la secrecion de una sustancia
bactericida inespecifica. Esta sustancia bactericida fue una
glicoprotefna de una sola cadena con 20% de carbohidratos,
al parecer s una gustancie diferente a la lisogima y
betalisina. que tenfa un espectro antibacteriano dmplio .
especialmente contra patdgenos respiratorios (Iglesias y
cols., 1981). Estos trabajos sugieren qus la P, multocida en
el conducto traqueodbronquial es inactivada por las
sustancias bactericidas presentes en los cerdos sanos. En el
alveolo, no existe este moco y @3 ontonces que ol macrorfago
alveclar Juega un papel importante en los mecanismes de
inmunidad innata. E! macrdéfago sdlo procesa el anttgeno y
como fagocito no inmunne, estd relativamente inactivo y poco
preparado para combatir una infeccion bacteriana a manos que
exista un e¢stado Inmune previco (Pijoan, 1985a).

El prondstico ‘de la pasteurelosis pulmonar es
favorable, ya que la enfermedad raramonte ocasiona la muerte
del, animal. Sin embargo, la respuesta al tratamiento con
antibioticos es en gensral pobre, dando como resultado gue
la enfermedad se establesca en forma cronica lo que causa un
marcado retraso para el crecimiento (Pijoan y Cols. 1976).
1.3.4. Interaccidn entre virus. micoplasmas y agentes
bacterianos sscundarios en la neumonia desl! cerdo.

La idea de gque pudiera haber una cooperacidn entre
virug y bacterias en las neumonfas fue conceptuada a rarz de

las pandemias de Influenza humana. ocurridas durante el
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giglo pasado. Aun hoy en dfa, la neumonfa por agentes
bacterianos secundarios es una de las complicaciones de la
influenza (Degre y cols., 1971; Loosli. 1968).

En los cerdos. Shope (1931). observo gque los casos de
influenza porcina se encontraban frecuentemente asociados
con Haemophilus influenza suis en 108 procesos neumonicos

Un aspecto Importante de P, multocida o8 su aparente
baja wvirulencia y la necesidad de factores externos para
colonizar el pulmén y desencadenar la enfermedad. esto

fncluye diversos factores climadticos como, humedad y frio

(Pijoan, y Trigo. 1987) y algunas virosis como ol
enterovirus tipo 2 y B multocida que participa

sindrgicamente an el desarrollo de las neumonfas del cerdo
(Smith y cols.., 1973). 5in embargo, este virus es poro comin
¥ no explica la alta prevalencia de la enfermedad: de aht el
problema de encontrar cuales virus estdn involucrados de
manera rutinaria {(Pijcan. 1985a).

En México se ha descrito el desencadanamiento de la
pasteurelosis pulmonar por cepas vacunales del virus de la
Fiebre Porcina Cldsica (FPC): lo cual tiene gran importancia
prdctica debide a la Inmunosupresion de Ila vacuna, que
favorece la colonizacidn de la P, muilocida (Pijoan. y
Trigo, 1987): Este experimento cldsico de interaccion virus—
bacteria fue realizado por Pijyoan y Ochos (Pijoan, y Ochoas,
1978) en la FES-Cuautitldn, en donde demogstraron que el
virus de la FPC, incluso en forma de cepas "atenuadas’

vacunales (cepa china). podria predisponer a log cerdos a
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quedar colonizados por P. multocida. Los cerdos fueron
primeramente vacunados con dicho virus y, cuando presentaron
los signos posvacunales, fueron infectados con P. muyltocida,
Los resultados obtenidos fueron que en los dias 3 y 4.
posvacurnicion, los cerdos pregentaron mayores lesiones

neuménicas en contraste con las encontradas el difa 14, en

todos los casos se reaislé P, multocida.

1.3.5. Interaccion entre el virus de la eonfsrmedad de

Aujeszky y P. multocida.

El wvirus de la enfermedad de Aujeszky ha sido poco
estudiado en cuanto a su paticipacidén como agente primario
en las neumonfas del cerdo (Fuentes. y Pijoan. 1884).

En la Coordinacidn general de Estudios de Posgrado de
la FES—Cuautitldn, UNAM: desde hace varios afios. un grupo
multidiciplinario de Investigadores ha venido trabajande los
procesos neumdnicos del cerdo, trabajos que a continuacidn
mse presentan. en log que se llevaron a cabo varios modelos
axperimentales para demostrar el efectc del virus de la

enfermedad de Aujeszky y P. multocida.

1.3.5.1. Estudio seroldgico ds relacién del virus de la
enfermedad de Aujeszky y P. multocida.

En un primer estudico se correlacioné la serologfa

positiva hacia el virus de la enfermedad de Aujeszky con el

aislamiento de P, muiltocida; con muestras que se obtuvieron
de ragtro, en donde se muestrearon un total de 106 pulmones,

el 68% fueron de tipo neumdnico y el 32% de tipo normal. De
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los casos neumonicos en un 67% 96 observd serologfa positiva
al virus de la enfermedad de Aujeszky. mientras que en los
casos normales sole 32% se acompafiaron de sgerologfa
positiva: De los pulmones neumdnicos en un 51% se aisio

algun tipo de Pasteurella el 25% de los que se aislaron

otras bacterias y 24% de lJos que no se aisld ninguna
bacteria. De los pulmones normales en un 20% se aislaron
pagteurellas, en un 9% otras bacteriags y en el 71% no ge
logro ningun tipo de aislamiento. Con el andlisis
estadfgtico se comprobdé una relacion altamente significativa
entre pulmdén neumdénico y serologia positiva al virus de la
enfermedad de Aujeszky (p = 0.0015); entre el tipo de lesion
pulmonar frente a tipo de aislamiento (p = 0.0002) y etitre
serologya positiva al virus de la enfermedad de Aujeszky
frente el tipo de aisiamiento (p = 0.0002). Estos resultados
apoyaron la hipétesis de que el virus de la enfermedad de
Aujeszky pudiera estar involucrado como agente primario en
las neumonfas del cerdo, ya que, como Se observa, la
serologfa positiva hacia el virus de la enrermedad de
Aujeszky estuvo fuertemente relacionada a las lesiones
pulmonares caracterfsticas de una pasteurelosis pulmonar del
caerdo, al aislamiento no sélo de P. multocida sino de otros

agentes bacterianos (Badiola, I. y Pujols, J.. 1984).

1.3.5.2. Estudic de remocidén pulmonar de P. multocida en
ratones.
El segundo trabajo consigtio en demostrar la

interaccion del virus de la enfermedad de Aujeszky y P.



it 1 empleando un modelo de remocion pulmonar de la
bactersa en ratones. En este estudio se midié primero la
remocion pulmonar de P. multocida en ratones en donde se
nebulizaron durante varios minutos en una cdmara de
nebulizacion construida para ose fin. Los animales
inoculados 88 3sacrificaron & diferentes Iintervalos de
tiempo (0. 6. 12, 24 y 48 hrsa),realizandose el recuento de
bacterias viables UFC (unidades formadoras de colonia) de
los pulmones de los animales sacrificados. De los resultados
ge observe un patron de remocicn digtinto al publicade para
otras bacterias, tanto Gram (+) como Gram (-). El andlisis
estadristico solo mostro diferencias persistentes entre O y &
horas, momento de méxima remocidn (Badiola, I. y Pujols. J.,
1984) .

1.3.5,.3, FEstudio de jinteraccidn del virus de la enfermedad
de Aujeszky y F. gultocida en ratones medfante ol modeloc de
remocidn retencion.

Finalmente. 88 desarrollé un modelo experimental en
raton para demostrar la interaccidn entre el virus de la
enfermedad de Aujeszky y P. multocida, teniendo como
pardmetro principal la remocién. Para oeste estudio de
remocion, los ratones se agruparon en varios grupos.
Cuarenta y ocho ratones se inocularon en bloque con un
aerosol del virus y 8 quedaron como grupo control, sin
virug. Pp. multocida se inoculd también en aerosol a los 0,
2, 3. 5, 2, 11 y 15 dias posinfeccién viral. Ocho ratones de

cada grupo se sacrificaron 4 a las 0 horas y 4 & las 6 horas



posteriores a la nebulizacisn con P, multocida. realizandose
en todos los ratones ol recuento de bacterias viables de sus
homogeneizados pulmonares. Los resultados de remocidn
obtenidos mostraron una marcada disminucion de la
eliminacion  Dbacteriana del pulmon hacia ol dra i1
posinfeccion con el virus de la enfeymedad de Aufeszky.
Mostrando todos ilos grupos difernciap estadrsticas entre el
numere de Macterias recuperadas a las O y 6 horas., excepto
para log dias 11 y 15 en log que la remocidon pulmonar estuvo

inhibida (Badiola. y Pujols, 1984).

1.3.5.4. Interaccidn del virus de la enfermedad da Aujesgky
¥ B. pultocida en cordos convencionales.

Log experimentos anterjores, dieron l|a pauta para
demostrar que la Interaccion del virus de la snfermedad de
Aujeszxy y pP. pultocida podrra llevargse a cabo en los
cerdos. Para ollo roalizaron los sigulentes trabajos:
1.3.5.4.1. Patron de remocion pulmonar de P, multocida en
cordos convencionales.

La remocion pulmonar de P, pultocida se Ilevd a cabo
tal igual que en - ratones) con un patrdn progresivo “menos
bacterias a mayor tiempo"”. De una suspenaion de P, pultocida
lavada y ajustada a Jolo/ml se tomaron 20 ml, de los cuales
86 repartlieron equitativamente ontre lom tres nebulizadores
de l1a cdAmara. Inmediatamente se nebulizaron 6 cerdog de un
peso promedio de 16 Kg durante 20 minutos. los animales g6

sacaron y se dividieron al azar en tres grupos de dos
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animeles cada uno. Cada grupo se sacrifico a las 0. 8 y 30
horas, los pulmonss de estos cerdoe se colectaron y los
18bulom (apicales. cardiacoos, diafragmiticos derechos e
dzquierdos asf como el accesorio) ae procesaron para
determinar las UFC de P, multocida. Se encontraron
diferencias eastadisticas entre el numero de bacterias
depositadas a las O horas y entre las recupsradas a las 8 y
30 horas. el momento para realizar el experimento posaterior
fue a las 0 y 8 horas ya que a estos tlempos la remocidn y
retencion de P, multocida fusron oportunos. El andlisis de
varjanza reveld que no sa encontraron diferencias
estadisticas pn cuanto a la distribucion da la bacteria en
los diferentes ldbulcs, tal distribucidn fue homogenea. La
remocion de P. multocida en pulmones de cerdos sanos., mostréd
un comportamiento asintdtico en su patrdn de eliminacion con
respecto al tiempo posnebulizacion demostrandose la gran
capacidad de remocidn pulmonar del cerdo en condiciones
normales (Caballero. 19853).

1.3.5.4.2. Efecto dal virus de la enfermedad de Aujeszky
sobre la remocicn de P. pultocida en el cerdo.

Se wutilizaron 12 cerdos convencionales de un peso
promedio de 16 Kg. que previamente habian sido vacunados
contra la snfermedad de Aujeszky con una vacuna comercial
inactivada. Posteriormente losg cerdos se desafiaron con una
dosis de 10‘ DITC /mi a las sejs semanas posvacunacion. Con
estos animales se formaron tres grupos de 4 cerdos cada uno.

Los grupos se nebulizaron a los 3. 7 y 15 dias postériores
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al desarfro. La nebulizacion de cada grupo se realizo con una
suspension de P. mpujtocida lavada y ajustada a za"’/ml, se
tomaron 20 ml, de los cuales se repartieron eguitativamente
entre los tres nebulizadores de la cdmara. Inmediatamente
despuds de nebulizar a 4 cerdos durante 20 minutos, los
animalaes se sacaron y se dividieron al azar dos animales se
sacrificaron a las 0 y otros dos a las 8 horas, los pulmones
de estos cerdos se colectaron y los Idbulos (apicales,
cardiacos, diafragmsticos derechos o izquierdos asf como el
accescrio) se [procesaron para determinar las UFC de P.
nultocida. Los datos obtenidos fusron procesados mediante el
andlisis de varianza. andlisis de regresidn y prueba do
Tukey. Se encontrd que al virus de la enfermedad de Aujeszky
afectd la remocidn pulmonar de la bacteria a partir del dfa
7 y en menor grado a los 3 y 15 posinfeccion, también se
encontre gque la retencidn de P, multocida al dfa 27 a la
pesinfeccion viral fue gignificativamente mayor an los
l6bulos apicales. qQue en los 1ébulos cardiacos y
diafragmiticos, mientras que entre estos no hubo diferencias
(Caballero, 1985).

Todas las evidencias antes mencionadas apoyaron la
hipotesis de que el virus de la eonloermedad de Aujeszky estd
involucrado como agente primario en algunas pasteurelosis

pulmonares del cerdo.
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2. OBJBTIVO.

2.1, Planteamiento del! objetivo general,

A partir de los estudios reaiizados en la Coordinacicn
de estudios de Poggrade de la FES-Cuautitldn, sobre la
interaccion de Pasteurellq mpyltocjde y el virus de la
enfermedad de Aujeszky en los procesos neumdnicos del cerdo,
siendo los resultados concluyentes, en la interaccion que
mantienen dichos agentes: por lo que aste trabajo tiene la
finalidad de continuar la investigacidn de dicho complejo
respiratorijo.

Debido a que el virus de la enfermedad de Aujeszky sg
capaz de producir una supresion de la remocion pulmonar, asi
como de la respuesta Yamune pulmonar, permitiendo & P.
multocida actuar camo patdgeno oportunista produciendo asf
una pasterelosis pulmonar; este fendmeno se ha observado aun
utilizando la vacuna contra VEA. Es por esto que, con la
finalidad de aportar medidas que puedan ayudar a la
industria porcina ss evaluard una vacuna que contenga a los
principales agentes involucrados en la neumonia porcina (VEA
y 2. multecidal. con la finalidad de comprobar si dsta es

capdz de prevenir una pasterelosis pulmonar.
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2.2. Objetivos particulares.

2.2.1. Crear un contro piloto de cerdos SPF, on el INIFAP.
La finalidad de este centro. es la de ser un proveedor
constante de cerdos. con una alta calidad sanitaria (SPF).
2.2.2. Estudio de patogsnicidad de estos dos agentes en un
disefflo experimental de dos grupos con cuatro cardos cada
uno: Grupe I (No vacunado y.desan'ado con P, multocida) y II
(No vacunado y desafiado con VEA y P, multocidal.
2,2.3. Evaluacion de los inmundgenos utiljzados como control
de la vacuna bivalente: Para esto me utilizaron dos grupos
de cuatro cerdos cada uno, Gpo Irr (Vacunado
Intraperitonealmente contra P. multocida y desafiado con
L. multocida en una cdmara de nebulizacion) y IV (Vacunado
intreperitonealmante contre VEA ¥y desariado con VEA
intranasalmente y 2. multocida en la cdmara de
nebulizacion). ’
2.2.4. Bvaluacidn de la vacuna bivalente: se utilizaron
cuatro cerdos en el grupo V (Vacunado Intraperitonealmente
contra VEA y P, multocida. desafiado con VEA intranasalmente

¥ P multocida en la cdmara de nebulizacion).



3. NMATERIALES Y NETODOS.

vJ.J. Nateriales

3.1.1. Animales.

a) Ple de crra: Debido a que on el mercado no se encontraron
lechones de calidad sanitaria certificada se tuvieron que
adquirir animales de una granja (Portek) del ocatado de
Sonora., que ostuviera libre de fiebre porcina cldsica
(Cslera porcino), parvovirus porcino, pseudorrabia, La
adquisicion consistic en cuatro cerdas de primeor perto y dos
verracos. siendo dstoe al pie de cria.

A oestos animales ge les realizd un estudic seroldgico
contra fiebre porcina cldsica, parvovirus poreino,
psoudorrabia.

b) Lechones: E! empadre se realizd utilizando a los dos
gementales para cubrir a cada una de las cerdas, esto se
realizé en el corral de montas de la granja piloto: la
obtencidén de lechones se realizd en el drea de maternidad de
la granja piloto, El cuidado de los animales sme realizs
desde su llegada., durante y despuds del parto: las
actividades realizadas con los lechones fueron, aplicacidn
de hierro. identificacion (aretes). El destete se realizd a
las cuatro semanas de edad: una vez destetados los lechones
#e trasladaron en cajas hermdticas al "drea de aislamiento”,

en donde se realizarfa el presente trabajo.



3.4.2. Alimento.

Los lschonea fueron alimentados con alimento comercial
"Lechoncina® woin antibistico (Purina de Méxicol. La
alimentacion frfue al libre acceso., durante todas las etapas

del experimento.

3.1.3. Inatalaciones.

3.1.3.1. Granja Piloto.

Es la zona donde se confind el pie de cria, y es una unidad
que Se mantiens aigslada de! exterior mediante sistemas de:
ventilacion Yy extraccidn de aire. ventanas para dar
iluminacion natural las cuales estdn cerradas hermdticamente
y con doble vidrio. una de estas tiene la funcidn de
ventanilla de observacjon, E! acceso a la unjidad estd
controlado con un sistema de dobdle puerta con presidn
negativa, 1o cual impide que haya salida o entrada de aire,
ya que cuando se abre una puerta, la otra automsiticaments se
clerra: el espacio comprendido entre estas puertas sirve
como bodega., el ultimo sistema que mantiene hermética a Ja
unidad, son las compuertas de aceroc de los estercoleros. uno
de estos ¢ para lag zahurdas y el otro para la maternidad,
dichas compuertas Se abren uOnicamente cuando baja Ia
corriente de agua del! sistema "Flush tank®.

La granja piloto estd formada por cinco zahurdas.
continua una de otra y dividida por rejas tubulares cada

una. las zahurdas s9on con piso de cemento en una parte.
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excopto una zahurda, a la cual bs5e le agregd arena para que
osirviera como “corral de montas” en esta drea ge encuentran
los comederos. la porcicn restante del! piso es de rejea y es
donde se encuentra el bebedero.debajo de ol piso de reja se
encuentra el estercolerc; eostas cinco zahurdas son limpiadas
automdticamente al unisono por un sistema de *flush tank".
La otra parte de la granja os ol drea de matornidad, que
consta de cuatro jaulags paridero. ilas cuales a su vez estdn
divididas en tres zonas: La primer zona es la do la Jaula
es donde se aloja la cerda, la segunda zona son los dos
pasillos laterales de lactancia,la tercera =zona es la
lechonera [frantal con una fuonts de calor (foco), y cama de

biruta ssterilizada previaments en autoclave. (rfigura 1)

3.1.3.2. Unidad de aislamiento.

Esta drea estd destinada a realizar investigaciones con
microclima controlado. manteniendola asf aislada del
extarior.

La unidad de ajislamionto estd formada por: diez
T "mddulos que Se encuentran en dos hileras paralaelas de
cinco cada una. Cada ‘'modulo"” estd formado por d'os dreas,
la primera es un pequeffo cuarto que cuenta con un lavabo.
ldmpara de luz ultravioleta., toma de agua con manguera: e&sta
drea comunica con el pasillo central y con ia segunda dres,
la cual es un corral que se encuentra aislado de los demds,
cuenta con una puerta que lo comunica con e! pasillo lateral

la cual sirve para el acceso de los animales, la otra puerta
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Figura : 1 GRANJA
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lo comunica con la primera drea del mddulo, la cual comunica
con el pasillo central, que sirve de acceso al personal.
Cada mddulo tiene una ventana de obsorvacion. La unidad de
ajslamiento cuonta ademds con una bodega, Jncinerador,
regaderas y sala de nscropsias, toda la unidad cuenta con
sistema de ventilacion y extraccion de aire; el drenaje do
la unidaed es reccoloectado en una cisterna donde se le agrcéa
msoma cdustica, para evitar la contaminacién con material

bioldgico (Figura 2J).

3.1.3.3. Cdmara de nobulizacidn.

Este sistema de infeccidn eastd constituido por une
cdmara de aeorosolizacidn. de forma rectangular (150 X 120 X
100 cm), hecha con ldmina galvanizada y sellada con silicdén
en las uniones:; los tres nebuilizadores (Devilbiss., Co.
Modelo 645, Somerset,.P.A., USRA) fueron conectados
respectivamente en treo perforaciones ¢elrculares on
diferentes caras de la camara, incluyendo una en la puerta.
El flujo de ajre para la produccion del asrosol fue generado
por una compresora ajustada a 10 PSI. De la compresora sale
una manguera de 1 cm de didmetro, la cual me une a un tubo
con tres salidas. donde se conectan tres mangueras de 0.5 cm
de didmetro lag cuales 3se conectan respectivamente a un
nebulizador. El paso del aire a travds de los nebulizadores
con la suspensidn bacteriana, permite la generacion do
aerogoles con partfculas de 0.5 a 5 um. segun indicacionas

de log fabricantes; estas partiyculas nebulizadas fueron
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Figura -

Cisterna del
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2 UNIDAD DE AISLAMIENTO (INIFAP)
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Tapete sanitario
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dad de la unidad.
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extraidag del interior con un motor eléctrico con turbina do
extraccion. llevando un filtro gque se encuentra en ol
int;!r:'or de la cdmara. La pusrta de accese a la cdmara so
encuentra localizada en la parte frontal de la misma
(Colmenares. 1990) (Figura 3).

3.1.4. Microorganiamos.

Se utilize la cepa Teoloyucan de) virus de la
Psoudorrabia. cultivada en la linea celular PK-15, este
virus sSirvié como semilla vacunal y como virus de desarffo.
S6 cultive y se obtuvo la biomasa bacteriana de P. pmultocida
tipo capsular "A". aislada, Jdentificada y tipificada a
partir de un cérdo con neumonifa, en &l laboratorio de
Bacteriologra de la coordinacion de Estudios de Poggrado de

la FES-C.
3.2, METODOS.
3.2.1. Preparacion de inmundgenos.

3.2.1.1. Produccidn del virus.

Se cultive la cepa Teoloyucdn del virus de la
enfermedad de Aujeszky, en linea celular PK-15, a partir de
este lote el virus se utilizd como asgemilla vacunal y como
virus de desarfso. EI cultivo de la cepa Tecloyucan mostrd un
trtuio de 103 en raton. por lo que se tuvo que concentrar

con un sgistema de wultrafiltracion (Minitan, Millipore).
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FIGURR 3

Vista isomdtrica de la cdmara de nebulizacidn diseflada
para el desafro experimental de los cerdos, P. puerta: R,
rampa de acceso: V. ventana: F. filtro: E. extractor: N,

nebulizador: D. drenaje.
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posteriormente se determino el tIftulo y este fue de 105. de
este lote una parte se utilizéd como semilla vacunal
inactjvandose con B-propiolactona: como virus de desafio se

ajusto a 1800 DICT/ml.

3.2.1.2. Produccion de la cepa bacteriana.

A paret:r de un pulmsn de cerdo con lesiones neuménicas
sugestivas de P. multocida. se cultivo y se obtuvo la
biomasa de P. pultocida tipo capsular "A", Esto se realizd
utilizando medio de BHI lfquido suplementado con extracto
fresco de levadura al 10 %. las células se lavaron tres
veces con una solucién amortiguadora de foafatos y por
nefelometria sge ajusts a 108/ml; egta sSe utilizs como
semilla de desarffo y vacunal. a la que posteriormente se le
adicions el adyuvante hidrdxido de aluminio, inactivandose

con formaldeido al 0.3 % ,

3.2.1.3. Elaboracion de la vacuna bivalente.

Congistid en combinar 20 ml de la semilla del virus de
la enfermedad de Aujeszky inactivadoe con B propiolactona.
con titulo de 105 en raton, con 20 ml! de P. multocida a

1a°/m'1 en adyuvante inactivada con formaldeido.

3.2.1.4. Control de calidad.
E! control de esterilidad de las vacunas se determinc
sembrandose eon diversos medios de cultivo en condiciones

aero y anerdbicas, y el de inocuidad inoculando 2.0 ml por
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via subcutdnea, intramuscular e intraperitonsal a conejos
recien deatetados. Loz animales Inoculados me mantuvieron en
observacidn durante 135 dias,en espera do algun signo clinico
caracterf{stico de la enfermedad de Aujeszky como: rascado,

irritabilidad y/o muerte.

3.2.2. Desarrollo sxperimental.

Se !6rmaron cinco grupos experimentales a partir de 20
cerdos SPF destetades a las cuatro semanaa de edad.
producidos en el bioterio del CENID-Microbdiologfa (cuatro
cerdos por grupel). Cada grupo experimental se confind en un
médulo de la unidad de aislamiento; antes de iniciar el
experimento, a todos los animales se les mantuvo en pericdo
de adaptacion durante giete dias. Los grupos formados fusron

los sgiguientes:

GRUPO I.—- Inoculados sdlo con sol. salina estéril via
intraperitoneal (no vacunadosg) y desafiados
con P. multocida. el dfa 15 del experimento.

GRUPO II.- Inoculados s8élo con sol. salina estéril via
intraperitoneal. Desafiadecs con VEA el dia 11

¥ B. multocjda el dra 15 del experimento.

GRUPO IIl.- Vacunado contra P. multocida el dia 1 del
experimente, 2.0 ml via Jintraperitoneal.

Desafiado con P. multocida el dra 15.
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GRUPO I‘V.—jVacunado contra VEA el dfa 1 del oxperimento,

%270 ml via intraperjtoneal. Desafiade con VEA el
i :",'drla 11 y con P, multocida el dra 15.

GRUPO V.- Vacunado contra VER y P. multocida al dfa 1 (con
k 2,0 ml via intraperitoneal). Desafiados con VEA
el dra 11 y con P, pujtocida el dia 15

fCuadro 5).

3.2.3.~ Desario con el virus de ia enfermodad de Aujeszky.
Los grupos II, IV y V el dra 11 dei experimento, ge
desafiaron con 1800 dosis infectantes en cultivo de tejidos

(TCID)., por via intranasal (2 mi).

3.2.4. - Desafio con P, myltocida.

Los grupos I, II, III, IV yp V, fueron desafiadog con
£.. multocida con una nebulizacion de 3X108bacter.iaa/m1
(total 14 ml en 30 minutos). en uvna cdmara construlda
exprofeso para cerdos. El desaffo se realizé a los 4 dias
despuds del desaffo con el virus de la onfermoedad de
Aujeszky (dra 15).

3.2.5. Sacrificio de los cerdos para la evaluacion de las
leziones y la presencia de los agentea inoculados.

Todog los cerdos fueron sacrificados al dia 31 del
experimento (16 dias posdesario con P. multacjidal), se

sedaron con Azaperona, utilizando 2 mg/Kg de poso por via IN
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CUADRO 5 DIAGHAMA DEL EXPERIMENTO.
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Y 89 anestesiaron con Clorhidrato de metomidato, utijlizando
1.5 mg/Kg de peso por via IV. Se deteimind la extensidn y
agpecto de las lesiones macroscdpicas; se tomaron muestras
de diversos organos (pulmon, corazdn. rifisn, bazv e higado)

para determinar la presencia de log agentes inoculados.

3.2.6. Equipo para la prueba serolégica de ELISAR competitiva
con Ja glicoprotefna X (gpX) del virus de la pseudcrrabia
(Aujoszky). TOLVID.

El diagndstico de Tolvid es una prueba de inmunoensayo
enzimatico (ELISA), que permite la diferenciacidn entre el
virus infectante y el vacunal de VEA, Se estd usando para
el manejo de hatos y la erradicacion de la pseudorrabia,
aplicada en conjunto con la vacuna suprimida de la gpX
(vacuna Tolvid). E! diagndstico es para distinguir a los
cerdos infectados de los no infectados, cuando la vacuna
Tolvid a sido administrada.

La vacuna Tolvid fue desarroliada por procedimientos de
ingsnierfa gendtica, con supresidn de dos genes en el genoma
del ‘vjrus de pseudorrabia. Una supresidn elimine la timidina
Kinasa (tK) del! genoma wviral, que ss requisre para que el
virus se replique epn el sistema nerviogo del cerdo, para
producir enfermedad. Una segunda supresion elimina la gpX.
con lo que se previene la formacién de anticuerpos para la
glicoproteafna X.

Tanto los cerdog no vacunados como log no infectados y

vacunados con la cepa Tolvid, serdn negativos cuando su
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suero sda provado por el diagnostico de Tolvid. Los cerdos
vacunados con cepas sIin supresidn de la goX. ¥y
subsecuentemente infectados con VEA, serdn positivos cuando
8u suero sea provado con ol diagnostico de Tolvid. Log
cerdos vacunados con vacunas que contienen gpX de VEA pueden
producir anticuerpos a gpX de VEA y no serdn distinguidos
da los que han padecido la infeccidén natural con esta prusba

diagnostica (Tolvid Diagnostic, 1989).

3.2.6.2. Principio.

El equipo de diagndstico de Tolvid es un Iinmunoensayo
enzimdtico, desarrollado para diferenciar les  cerdos
vacunados con Tolvid de cerdos Infectados. En este equipo,
los platos de microtitulacion estdn cubiertcs con antigeno
de gpX obtenido en E, geli recombinante. Las diluciones
simples de los suoros porcinos, son incubadas en los pozos
con cubierta de gpX. Los anticuerpos anti gpX presentes en
ol suero positivo se ligardan a la gpX que cubre el pozo.
Después de lavar los pozos para remover los anticuerpos
1ibres, los anticuerpos conjugados a peroxidasa que
reconocieron el antrigeno, generardn perdxidos cuando se
adicione el sustrato (perdxido de hidrdégenc), y cambia el
color del indicador O-fenilenediamina (OPD).

Daspuss de wuna corta 1i1ncubacidn, sge adiciona una

solucion de dcido sulrfurico para fijar la reaccidn.
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La muestra de suesro negativo a la gpX, p;-oducs un color
entre naranja y amarjllo (ambar) en la prueba. Las muestras
positivas a la gpX. producen colores intermedios claros.

La reaccién so mide usando el espectofotsémetro con
absorvancia de 490 nm, y se determina la densidad optica

para cada muestra (Tolvid Diagnostic, 1989).
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4. RESULTADOS.
4.1.- Instalaciones.

4.1.1. Granja piloto.

Una vez hechas las modificaciornes en las instalaciones.
las montas y obtencion de lechenes se reallzaron 3in
contratiempo, quedando Instalada esta granja para abastecer

lechones de alta calidad sanitaria.

4.1.2. Unidad de aiglamiento.

En esta unidad ge presents el probiema de la
calefaccion. ya que las resistencias eldctricas estaban
fundidas, no pudiende controlar el microclima de los

corrales para la realizacidn de &ste trabajo.

4.2. Animales.

De las cuatro cerdas utilizadas como pie de cria, el
promedio por camada fue de 9 lechones destetados (a los 28
dias). de estas cuatro camadas se tomaron 20 lechonss al
azar sin Importar el sexo.

Las pruebas seroldégicas realizadas en el laboratorio de
spizotiologia (CENID-microbiologrfa}) tanto el pile de cria
thembras y sementales) c¢omo los 20 Ilschones, resultaron
negativos a la presencia de anticuerpos contra la fiebre

porcina cldsica. parvovirus porcino y pseudorrabia.
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4.3, inmundg*onoa .

4.3.1. Control de calidad.

El control de calidad de las vacunas consistid en
deteminar la esterilidad e inocuidad de las vacunas. Al
términe de la observacion no se encontrd signo algunc en l1os
conejos, por lo GQue 388 wmacrificaron; al realizar la
necropsia., el sitio de inoculacién sS6 encontrd sin cambios
patologices aparentes. Con lo que cumplio las normas
establocidas por el Codigo de Normas Federales dal
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de

Amdrica, para estos pardmetros.

4.4 Efecto de la vacunacion en los cerdos de los grupos
exparimentaloes.

En ningun casc. los animales de los tres grupos
vacunadoz (III. IV y V). pressntaron cambio alguno en su
comportamiento © en sus constantes risioldégicas. luego de 1la

aplicacion de los inmundgenos.

4.5. Efecto inmediato posdesario.

Grupo I: No vacunado y desafiados con P. multocida. No
hubo cambio en sSu comportamiento. ni en Sus constantes
fisioldgicas.

Grupo II: No vacunado y desafiado con VEAR y P.
multocida. Presentaron ligera apatra y anorexia cuatro dias

despuds del desarffo con VEA. Lo mismo sucedio despuds del
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desafro con P, multocjda. pero en una forma mds marcada a
loms dos dias posdesafio

Grupo III: Vacunados con P, multocida y desafiados con
£, multocida. No presentaron cambio alguno en gu
comportamiento ni en sus constantes risioldgicas.

Grupo 1V: Vacunado con VEA. desafiado <con VEA y P.
multocida. No presentaron cambio alguno on su comportamiento
ni en sus constantes fIsioldgicas despuds del desarfo con
VEA. Despudss del desarffo con P, pgultocida manifestaron
anorexia y apatia.

Grupo V: Vacunado con VEA y P2, multocida. desafiados
con VEA y P. pultocida. S8 encontraron sin cambio en su

comportamiento ni en sus constantes fisioldgicas (cuadro 1).
4.6. Evolucion de los signos clinicos despuss del dasafro.

4.6.1. Temperatura.

Grupo I: No vacunade. y degafiado con P. pultocida.
presentaron hipotermia al tercer dia posdesafro, al octave
dia del desaffo prosentaron hipsrtermia: los cinco ultimos
dias del experimento presentaron una hipotermia (Figura 4).

Grupo II: No vacunado y desarfiado con VER y B,
multocida, presentaron hipertermia del segundo al quinto drfa
posdesafio con VEA; en los wltimes cinco dias dal

axporimento manifestaron una hipotermia (Figura 4).
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Grupoe III: Vacunado contra P. multocida, y desariado
con P. pultocida. los ditimos cinco dias del experimento
presentaron hipotermia (Figura 4).

Grupos IV: Vacunado contra VEA, desariado con VEA y
P. multocida. Después del desafifo con VEA su temperatura se
mantuvo dentro del rango normal, al tercer dfa posdesafio
‘con P. multocida. presentaron hipertermia: los ultimos dias
del! experimento manifestaron una hipotermia (Figura 4).

Grupo V: Vacunado contra VEA y P. multocida. desafiado

con VEA y P. multocida. Se mantuvieron dentro del rango

normal de temperatura después del desafio con ambos agentes:
manifestando solo una hipotermia en los ultimos dias del

experimento (Figura 5).



Figura 4: MEDIAS DE TEMPERATURA DE LOS GRUPOS I, II, IIl y
Iv.

En la figura 4 1 se observa un pico de hipertermia mdxima el
dfa 24. En ‘la figura 4 II se observan dos picos de
hipertermia. el primero con una mdxima el dfa 13 y el
segundo el drfa 15. En la figura 4 III se observan dos picos
de hipertermia, ¢l primero con una mixima el dfa 11 y el
segundo del dra 13 al I5. En la figura 4 IV 3e observan dos
picos de hipertermia, el primero con una mdxima el dfa 18 y
e&! segundo el dfa 20. La hipotermia cobservada en los cuatro
grupos log udltimos 6 dias del experimento. s5e debid al

ayuno.



GRUPO |

Frura 4

GRUPO 1l

P ‘e
“ “
(L2 14 404
wal “won A
ot 402 !
w02} ]
sof o0 "
»na -s
e . /\/\ “. " . i
pogd S AN 7 x n \\/" x
2 AN A - .
» v : »
ua /\ B ua '
us " PR
Mna "N B
u)[ " 4
EYTTITIT NRDHIMHTNNIT NI NS W WA ST WO TITIIEI N NI M S0 B 8
Dia Dis
GRUPO Il GRUPO IV
" "
4 -
w08 F «nr
a08F 408
“0Af Oar
L2l swox; A . |
40 0 H s’
w3 ko /\_/ \/\/\ :
ns L} as! 1 . :
s A -, A .
»na X, X L2
2V = /A\//\ " i \V ‘
'Y 7 N st s
us ¥ nar
+ . Mat
2z szt
pt SN

WHMWKRWNMIT S0 I22428 2027282950 3122
Dia

WH BB TN 0Nttt 22T 00202132

(1]



FIGURA 5: MEDIAS DE TEMPERATURA DEL GRUPO V.

En la figura 5 la temperatura fue normal con excepcidn de
una ligera hipotermia, con un pico mdximo el dfa 19. La
hipotermia observada en log ultimos 6 dias del oxperimento,

g8 deblo al ayuno.
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4.6.2. Signos respiratorios.
Lo animales do los grupos I (no vacunado, y desafiado

con P. multocida) y III (vacunado contra P. pultocida, y

dasatiado con P. multocida). no prassntaron signos
respiratorios.

Los cerdos del grupo II (no vacunado y degsafiado con
VEA y £ multocidal. no presantaron algun signo
respiratorio.

Los animales del grupo IV (vacunado contra VEA,
desariado con VEA ¥ P. multocida), no presentaron signos
respiratorios,

Los animales del grupo V (vacunade contra VEA y P.

multocida, desafiado con VEA y P. pultocida). sdlo un animal

presentd disnea, tos y postracion en los ualtimos dias dsl
experimento, de 43te g6 aislo A. pleuroppoumoniae
(Cuadro 1).
4.7. Sacrificio de los cerdos para la evaluacion de las
lesfones y la presoncia da lom agentes inoculados.

Despuds del sacrificio se obtuvieron muestras asdpticas

de sangre. pulmon. rificn, corazon, bazo ¢ hrgado.

4.7.1. Sitio de inoculacion.
£n el gitio de inoculacion de las vacunas
(intraperitoneal). no se observaron cdmbios patoldgicos

aparentes.



CiAPRO 1 : SIGNOS CLINICOS REPRESENTATIVOS

POST- INOCLLACTON | POST- INGCLLACION LSSION B SITI0
GURO ¢ FOST-WROMACION OB VA | CoN D, multocida | SPOMFICIO | o IO
(Bl 1-11) Dl 12-15) o -1 | onw
1 - - SSCA SSCA SCPA

Se presento lipe-{| Los sfymos fueren
™ apatia y ano - apatia, anorexia

II - rexia durante los im.‘mh Tos dos sscﬁ scpn
prineres cuatyo -/ primeros dias.
dias.

ITI| SSCA - ssch Ssca scPa

Preseataron apa -
v SSCA §SCA :‘c::‘h‘::r‘!zr‘f SSCh SCPR
wia posdesaffv -
con P.multocida,

v | ssca SSCA |y aine | SSCA |  SCPA

postracidn,

- 2 oCTIVIDAD W0 REALIZADA,
S8CA ¢ iIk 5I6H05 CLINICOS APARENTES,
SCPR = SIN (ANBIDS PATOLOGICOS APARERTES,
»* $ SE RISLY &, plevropneumantas y P, multoeida,
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4.7.2. Lesiones macroscopicas.

\En los animales de los grupos I (no vacunado ¥
desafiado con P. multocida) y Il (ne vacupado, desafiado con
VER v P muitocidal). no hubo lesiones pulmonares
_macroscopu:as tFigura 6 y 7).

En Jos animales del grupo III (vacunado contra P.
multocida y desafiado con P. multocida), s6lo un animal
presento lesiones en loébulos apicales., de aspecto rojizo
themorragicol. abarcando aproximadamente un 5% de la
superficie pulmonar. (Figura &).

Todos los animales del grupo IV (vacunado contra VEA,
desafriado con VEA y P, mpultocidal). presentaron areas de
lesion pulmonar hemorrAgica, que variaron del 23 al 325% de
la superficie pulmonar {(Figura 9).

Dos animales del grupo V (vacunado contra VEA y P.
multocida, desafiado con VEA y P. multocida) presentaron
lesiones; el primero presento un drea de consolidacion de
aproximadamente 20 % de superficie pulmonar., con aspecto
gris rojizo fibrinohemorrsgico y adherencias, en donde

ademds de recuperar P. multocida, se aijslé Actinobacillus

pleuropneumoniae: el segundo animal presentd una lesicn de
tipo hemorrdgico. en un 25% de la suporficie pulmonar

(Figura 10).



FIGURA 6

Distribucion y aspecto de las lesiones macroscopicas en
lo8 pulmones de los cardos despuds del desarfio experimental
con P. multocida, en los animales del grupo I (no

vacunados) .



FIGURA 7

SRR
SRR

Distriducién y aspecto de las lesiones macroscdépicas en
los pulmones de los cerdos. despuds del! desarfio experimental
con el VEA y P. multocida, en los animales del grupoc II (no

vacunado)



FIGURR 8

Distribucion y aspecto de las lesiones macroscépicas en

los pulmones de los cerdos. despuds del desario experimental
con P. multocida. en los animales del grupo III (vacuhados

contra P. multocidal.



FIGURA 9

Distribucidén y aspecto de las lesiones macroacdpicas en

los pulmones de log cerdos, despuds del! desafio experimental
con VEA y pP. pultocida, en los animales del grupo IV

tvacunado contra VEA).



FIGURR 10

Distribucidn y aspecto de las lesiones macroscopicas en
los pulmones de los cerdos. despuds del desafio experimental

con VEA y P. multocida. en los animales del grupo V

{vacunado contra VEA y P. multocidal.
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4.7.3. Lesiones microscdpicas.

Las lesiones pulmonares representativas de los grupos I
tne vacunado y desafiado ¢con P. multocida) y III (vacunado
contra P, multocida Yy desariado con P, multocidal,
corresponden a pequefias dreas de atelectagia, esto es que Se
observan los alvéolos colapsados. adem&s presentaron
pequefias zonas de hemorragia. Los encéfalos de ambos grupos
e encontraron sin cambios patoldgicos aparentes.

En los cerdos del grupo II (no vacunado, desafiade con
VEA y P. multocida). la lesién pulmonar caracteristica fue
de hemorragia subpleural. Los encérfalos se encontraron sin
cambios patoldgicos aparentes.

Los cerdos del grupo IV (vacunado contra VEA,
desafiado con VEA y P. multocidal, presentarcn zonas con
alvéolos colapsados (atelectasial. inf1ltrodo de
mononucleares en alveclos Y brongquiolos; los septos
interlobulillares se observaron engrosados fedema) y
hemorrdgicos. En bronquiolos se observés hipertrofia de la
mucosa. proliferacion de tejido linfoide agociado y
hemorragia. A nivel alveolar sélo se demostrd atelectasia y
engrosamiento del septo alveolar. En el encdfalo de un cerdo
ge observs satelitosis y degeneracidn neurcnal.

Lag lesiones representativas del grupo V (vacunade
contra VEA y P. mnultocida, desafiado con VEA y Q2.
multocidal. fueron: alveolos colapsados (atelectasial,
engrosamiento de septos alveolares. pequeffas zonas de

hemorragia ¥y congestion, proliferacion linfoide
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peribronquial, no encontrandose polimorfonucleares. Fs do
mencionar Qque un animal del grupo V presentd la lesidon mds
savera de todos los grupos, con una =zona de necrosis
coagulativa, hemorragia e inriltrado de macréfagos; el
proceso aparentemente se estaba encapsulando. Se observaron
zonas con infiltracion de polimorfonucleares lo que sugiere
la presoncia de P. gpultocida. o alguna otra bacteria
contaminante pidgena: nucleos ovalados y alargados agrupados
como “pinceladas”. osgte tipo de hallazgo puede sugerir
presencia de A, Pleourgpneumonjae. aunque también cepss
toxigdnicas de P. multocida producen este cambio: que e
atribuye a la transformacién de macrdfagos por efecto de
toxinas. Presents ademds hemorragia y fibrina fuera de la
cdpsula que delimita la lesidén. En este animal se aisls P.
multocida y A. pleuropneymonjea de pulmén. Los encéfalos de
ostos animales so a:u:ontraron sin cambios patoldégicos
aparentes (Cuadro 2).

4.7.4. Aisilamionto e Identificacion de los agentes
dnoculados.

A cada uno de log animales de Jos diferentes grupos.
despuds del sacrificio se le tomaron muestras de: bazo.
rifion, corazon higado y pulmén. Silendo negativos al
alislamiento de P. multocida, excepto pulmdn. ya que so
aisls P, multocida en los pulmones de todos los grupos

(Cuadro 3).



CUADR0 2 : LESIONES MICROSCOPICAS CARACTERISTICAS.,
ENCONTRADOS EN LOS PULMONES ¥ ENCEFALO
DE LOS PIFERENTES GRUFOS

20nas de atelectasia.

Presentaron zonas de atelectasia con infiltrado de,
mononuc leares, engrosanienta de septos, hipentro -
{ia bronquiolar con hemorragia en 1a luz ¥ en sep-
tos; congestidn y proliferacién linfeide peribrom-
quial,

Presentaron zonas dr atelectasia heworragia conges
ticn proliferacida linfoide peribronguial engrosa-
miento de septos. Zona con necrosis coagulativa, -
{donde aparentewente hubo hemorragia ¢ infiltrade-
de macréfagos) el proceso se estd encapsulando; -
hay xenas con infiltracidn de polimorfos, hay ni -
cleos en forma de coma, hay hemorragia con fibrinal
yor fuera de la cdpsula.

CAPO PULNON DCEFALD
In tedos los animles de éste grupo se encontraron
I en algunas zomas tesiones de atelectasia adamis - scPa
de presentar pequenas sonas heworrdgicas.
[
II 1as lesiones encontradas en este grupo COFpespon - scra
! den solamente a hemorragia subpleural.
III 1 se mas zonas de hemarragia, con - scPa

Sélo un animal presen-
to satelitosis y dege-
neracidn neurenal.

SCPA

i LABBIOS PATOLOAITOS wPARENIES.

30LO EN JN ANIMAL is ai:]9 4, pleagepregnoniae o P omultinids,s
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M0 11 AISLAMIENTO K IDENTIFICACION DR
Fasteurella multooida

EN DIVKRS0S TEJIDOS

QPO | MRERD | W20 | RINON | COMZOK | HIGADO | PutiOM
[: - - - +
I 06 | - - - - +
8 | - - - - +
e { - - - - +
B (- | - - - +
e - | - - - +
) gy |- | - - - +
o8 | - - - - +
»m -] - - - +
m| - | - - - +
HI -2 21213
wm |- | - - |- +
s | - | - - - +
e - - | - +
Wig |- - - - +
82 | - - - - +

* ST AISLO A. pleuropneunchiae
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4.7.5. Prueba seroldgica de ELISA Competitivo "Tolvid*.

S6lo los grupos II, IV y V resultaron positivos a dicha
Prueba .

En los animales del grupo II (no vacunado, desafiado
con VEA y P. myltocida), salieron positivos a partir de la
tercer muestra, tomada el dia 18 del experimento (séptimo
dfa posdesaffo con VEA).

En los animales del grupo IV (vacunado contra VEA,
desariado con VER y P. multocida)., s8d6lo un animal salio
positivo a partir de la segunda muestra tomada el dfa 11
(desafrfo con VEA). A partir del dia 18 todos los animales
fueron positivos (sdptimo dia posdesarfio con VEA}.

Del grupo V., el dra 11 (desaffo con VEA). tres animales
resultaron positivos, a partir del tercer sangrado
correspondiente al dfa 18 del experiemento (séptimo dfa
posdesarffo con VEA)., todos los animales resultaron positivos

{Cuadro 4).



a0 41 INTERPRETACION DE LOS RESULTAR-
DOS OBTENIDOS CON LA PRUEBAR
SEROLOGICR DE ELISA COMPETITIVO®

DA DEL SHHCRAD0

curo § o, ar,
o AT | 8] 24 ] At
887 NEQ | HEG NG Kxa NEO
I ag6 KEG | NEG N&G REG KEG
B8 NEG | MEG Nt e NEG
as9 NEG | MIG TG HEG NG
a2 MG | NIG ros rs P05
II 883 G ) MIQ P05 08 ros
a8 MEG | MEQ s P08 PO3
880 g | M6 205 103 P05
381 NIG | MEG MEG o KEQ
III 383 MK | NG i 4¢] K&G KXG
386 MEG | MIG NEG MEG KEQ
387 NEG | NEG MEG . -1] NIG
883 NIG | POS o8 m 31
Iu 89Q NIG | MXG 0 05 PO5
891 MEG | MKG P05 pos P05
asa KEG | NEG POS ns P05
923 HRG | rOS Pos POS P8
U 926 HEG | POS M5 HA POS
927 NEG | NIG Fos oS POS
928 KEG | POS POS ros M3

» Tolvid Diagnostic: The Upjchn Company



3. DISCUSION,

La hipertermia sin signos respiratorios que mostraron
loa animales del grupe II (no vacunados, desafiados con
VEA y P. multocida). despuds del desafio con el virus (difa
11} no coincididé con lo observado por Badiola y Pujols
€1984). Probablemente se debis, a que la dosis de desafifo
con VEA. no actud como factor inmunosupresor capaz de
producir una pasteurelosis pulmonar, con la dosils do desafio
utilizade (1800 TCID). Probablemente la dosis de desarllo
actud como inductora de una inmunidad posinfecctente. debido
a que Jos animales del grupo IV (vacunados contra VEA,
desafiados con VEA y P, multocjida), se comportaron en forma
sim2lar que el grupo II (no vacunados, desafiados con VEA y

P, multocidy)

Solo ol animal en que se ajald A. pleurcopneumoniae y P.
multocida. a partir del! puilmdén, presentd disnea y tos.

Losg animales del grupo IV (Vacunados con VEA y
desarfiados con Aujeszky y P. multocida). no preaentaron
Fignos resp;’r.;tor:’os.- debido probablemente a la dosis viral
de desaffo. Aunque esta dosis, sf [fuo capaz de producir
mayor lesion pulmonar en los animales de! grupe IV
(vacunadoz contra VEA), que en los del grupo V (vacuna
bivalente). Se considera que estas diferencias en cuanto a
la presencia o ausencia de las manifestaciones clinicas

respiratorias. pueden deberse a. edad del cerdo (Baskerville
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Yy cols., 1973). cepa del virus (Baskerville y cols., 1971).
susceptibilidad individual y estado inmune (Gutekunst y
Pirtle, 1979: Alva Valdes y cols.. 1983). En este tradajo,
egtas diferencilas se atribuyen probablementse a la dosis de

desaffo (Baskerville., 1972a).

Los pulmones de loa grupos I y III no preasentaron
leziones macroscdpicas, las pequeflas lesiones microscdpicas
de hemorragia y atelectasia encontradas, comunes a todos losg
grupos. So c;::ns.ideran como lesiones poco representativas do
los patdgenos inoculados en este estudio. En los grupos IV y
V. se considera que la neumonfa proliferativa observada, es
debido probablemente a gque la vacunacidn. mds la dosis de
desaffo. fueron capaces de producir ligera inmunosupresidn
pulmonar: ocasionando que la bacteria produjera lesion sin
presentar signos respiratorios (enfermedad subclinical).
Debido a que el grupo V (vacuna bivalente) presentd menor
nuimero de animales con lesidn pulmonar con respecto del IV,
es ‘posible gque la utilizacion de la vacuna bivalsnte haya

resultado mejor que la vacunacidn sdéla contra Aujeszky.

E! hecho de que en 1los grupos I y III fue posible el
reajslamiento pulmonar de P. multocida. no concusrda con los
obtenidos por Caballero (1985), en donde demuestra la alta
capacidad de remocion pulmonar en cerdos convencionales.
debido a que eliminan del tracto respiratorio a P. multocida

en un periode de & horas. La presencia pulmonar de P.
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multocida en ostos grupo (I y III), sge considera de mucha
importancia, situacidén para la que no ge tiene explicacion.
Debido a que el pulmon normal es esatéril:; esto sugiere que
el pulmon tiene una inmensa capacidad bactericida (Pijoan.
C.. 1978a). Por otro lado se ha comprobado que cuando se
inocula P£. multeocida. por via Intranasal en el cerdo., no se
reproducen los signos respiratorios, ni lesiones neuménicas
{Carter. V1975: Gois y cols., 1983}. El reaisiamiento
pulmonar de P. multocide en los grupos II, IV y V aunado a
los demds resultados, hace pensar que la Iinfeccién con VEA,
no fue suficiente para producir una franca neumonia:; pero si
para reducir . la capacidad de remocién pulmonar de P.
multocida.

La prueba gse ELISA competitivo (Prueba de Tolvid) en
donde la glicoproteina X (gpX) es un componente del virus
de Aujeszky. el cual egtd suprimide en la vacuna de
*Tolvid*; por lo que cuando =e utiliza esta prueba,
detectard positivos a la gpX log animales que presenten al
virus Infectante o que estdn inmunizados con vacunas que no
estdn suprimidas de dicha glicoprotefna, y gerdn negativos
los inmunizados con la vacuna de "Tolvid" (Tolvid
Diagnostic, 1989). La semilla vacunal de este experimento no
estd suprimida de la gpX. por lo que esta prueba no
digtinguié los aanticuerpos producidos por la vacuna con
virus completo, de Icos anticuerpos del virus de desafifo.
Egte hecho quedd confirmado con ios resultados de los grupos

II, IV y V. tal )y como se muestra a continuacién:



El grupo II (no vacunado. desafiado con VEA y P,
multocida) presents anticuerpos contra el virus siete dias
desapués del desafio con Aujeszky.

De Jos grupos IV y V. 25 y 75 8 regpectivamente
salieron positivo a la presencia de anticuerpos contra VEA a
partir del segundo mangrado, que corresponde al dia 11 (10
dias despuds de la vacunacicén). La diferencia en Ia
respuesta inmune entre ambos grupos, es probablemente que se
deba. ha que en la vacuna bivalente (grupo V), la presencia
del cuerpo bacteriane y sus componentes quimiotdcticos,
favorecieron una mejor respuesta inmune que en el grupo IV
(vacunado 8olo con VER). Al tercer sangrado. realizado el
dre 18 (7 dias posdesaffo con Aujeszky), el 100 % de los
animales de los grupos II., IV y V [fueron positive a la
presencia de anticuerpos.

Estos resulitados demuestran que la dosis de desafio
empleada en animales no vacunados (grupo II), sirvié como
inmundgeno capaz de producir una respuegta Iinmune
posinfectante, y no asy una inmunosupresién pulmonar. Debido
a que los animales vacunados gdlo contra VEA, y
posteriormente desariados con el virus (grupes IV), se
comportaren seroldgicamente igual que el grupe II: con

excepcion del animal que salié positivo al segundo sangrado.

El hecho de que el grupo IV haya mostrado mayor lesion
pulmonar que e] grupo II, sugliere que la vacunacion sdlo

contra VEA puede actuar como factor capaz de producir un
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proceso de hipersensibllidad, ocagionando con eato que.
cuando un animal vacunado contra Aujeszky ests expuesto al

virus, pueda presentar una neumonia.

Los grupos experimentales I, II, III y IV aportaron una
pieza valiosa para la ovaluacion de la vacuna bivalente
fgrupe V), tal y como so muostra a continuacidon:

E! grupo I demostrd gque la P, pultocida. no fue
removida por el pulmon de animales sanocs., hecho que no pone
an deasventaja a la vacuna bivalents. por habsr presentado
aislamiento pulmonar de dicho microorganismo. Ademis.
demostre gque esta por sf gola no es capaz de producir daffo
alguno en pulmon.

El grupo III descartd la posidbilidad de que la
vacunacion contra P. multocida., tenga utilidad prdctica, en
el control de la pasterelosis pulmonar del cerdo. Esto es.
por los resultados obtenidos en al grupo I, en donde a¢
confirma que P, pultocida no es capaz de producir daflo
pulmonar per se: confirmando asi, que el agente primario
(VEA) es el factor principal. al cual hay que controlar para
evitar la pasterelosis pulmonar,

El grupo II sirvidé para demostrar gue la inmunidad
poginfeccion., con dosis bajas de virus, no sirve para
proteger de infecciones subsecusntes. y con esto ocasionar
una inmunosupresion pulmonar: tal y como se obgervs en el

grupo I'V. mas no asf en el grupo V (vacuna bivalente).
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El grupo IV demostré que una inmunidad posvacunal no
protege de rfuturas infecciones, por lo que no se evita la
inmunosupresion pulmonar. favoreciendo con asto la
presentacicon de una pasterelosis pulmenar subclinica, tal y

como 86 observo en este grupo.

Por los resultados obtenidos en los pardmetros de
respuesta i‘nmunu, y grado de lesion pulmonar:; indican que la
vacuna bivalente tuve un mejor respuesta, que la vacuna gola
contra VER. Esta diferencia es atribuida a la presssncia del
cuerpo bacteriano an la vacuna bivalente, ravoreciendo asft
une mejor respuesta humoral contra VEA, y por consiguiente
evitos wuna lesion pulmonar (como la observada en o1 grupo
IV). Por toedo lo que se ha mencionadoc, se considera que la
vacuna bivalente tiene algunas aportaciones dentro de la
porcicultura, o pesar de no poder evitar la colonizacion

pulmonar con P, multocida.

La presencia de A. pleuropnsumonjiae, %o debic & que en
la unidad de aisiamiento en forma simultdnea este trabajo,
28 realizo otro, el cual wutilizo dicho microorganismo., por
lo que la presencia de dste, sugiere una falla en las

medidas de higiene y de biogeguridad utilizadas.

La hipotermia observada en los dltimos ocho dias del
experimento en todos los grupos, fue ocasjonada por la falta

de abastecimiento del concentrado., del dra 23 al. 29 del
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experimento, por 1o que se alimentaron con zacate ilos
animales, aunado a esto, fue el problema que ze tuvo con la
calefaccion en la unidad de aisiamionte, favoreciendo asy la

presontacion de la hipotermia colectiva en los cerdos.
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6. CONCLUSION.

1.—- - La presencia del cuerpo bacteriano de P, multocida. en
la vacuna bivalente, probablemente estimuld una mejor
respussta humoral contra VEA, en comparacidn con los

vacunados sclo contra VEX.

2.~ La vacuna bivalente ovitd y/o redujo la lesion pulmonar,

on comparacion con los vacunado contra VEA,

3.- La vacunacisn contra VER, no protsege del sstablscimiento

del virus en el pulmon, ni. de futuras infeccicnes.

4.— La inoculacion de P, multocida., por medio de aeroscles
colonizé el pulmon, tanto en animales Inmunizados como en

los no inmunizades con P, multocida,

Sugerencia:

Se conajidera conveniente una prueba a mayor egcala, en
los lugares on ques estas onfermedades resulten problemiticas
para la produccion porcina. De 6sta manera sord posible
evaluar el! Impacto que este trabajo pueda tenor. para

mejorar la produccion de carne de cerdo en Mdxico.
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