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RESUMEN

El presente trabajo analiza la interaccién de B. bronchiseptica
y P._multocida en el desarrollo de la Rinitis Atréfica, emplean
do un modelo de ratén de 21 dias, desalfiados con las bacterias

mediante la técnica de aerasolizacién.

Se utilizaron cuatro grupos de 20 ratonhes cada uno, los cuales

se clasificaron como: I. Testigo, II. Aerosolizado con B,
bronchiseptica, IITI. Aerosolizado con P, _multocida y IV.

aerosolizado con B, bronchiseptica y cuatro dias después con -~
P. multocida. De cada grupo experimental se sacrificaron 4 ra
tones los dias 0, 2, 4, B y 16 post-inoculacién, para determi-
nar el desarrollo de la enfermedad mediante los pardmetros re-
mocién-retencién de bacterias y lesién histopatolégica. Estos
parametros fueron cvaluades en cornete, mientras gue el pulmén
solo se determiné la remocidn bacteriana.

En el grupo I, no se aislaron las bacterias en estudio ni se -
encontré lesidn microscdpica alguna.

En el grupo II, se encontré un aumento en las UFC de B. - -~

bronchiseptica, indicando que esta bacteria coloniza el epite

lio ¥y no logra removerse de esa zona. Histopatolégicamente se
observé dafio en los cornetes nasales, produciendo lesiones de

tipo transitorio.

En el grupo IXII, se observé colonizacién y multipliacién de -
P. multocida en cornete nasal, lo cual hizo posible que no se
removiera y que causara dafio, esta colonizacién fue menor gue
en el caso de B. bronchiseptica, ya que las cuentas bacteria-
nas son mas bajas, sin embargo a nivel histopatolégico B. - -
multocida produjo lesiones mds severas y de tipo progresivo.



En el grupo IV, aerosolizado con ambas bacterias se encontré
un efecto de interaccién, tanto a nivel de cuenta bacteriana
como en el daho producido, ya que el dia dos post-inculacién
de P. multocida se observé un aumento significativo de las -
UFC de P._multocida, debido a la administracién previa de B.
bronchiseptica. A nivel microscépico se observaron lesiones
desde el inicio del desafio hasta el dia 16 post-inoculacién.
Estas lesiones fueron mis severas y de tipo permanente.






« INTRODUCCION

1. RINITXS ATROFICA
1.1 Definicién

La Rinitis Atréfica (RA) porcina, es una enfermedad
infecciosa del cerdo, caracterizada por severa necrosis del
epitelio del tracto respiratorio alto y por deformacién y
reduccién en el tamafio de los cornetes nasales. Fué reconocida por
primera vez en Alemania desde hace mas de 150 afios (Frangue, 1830)
y desde entonces ha sido objeto de discusién, debido a la
importancia que tiene a nivel porcicola y al impacto econémico que

representa.

1.2 Distribucién e Importancia.

La Rinitis Atré6fica es una enfermedad de distribucién
mundial (Pedersen y Elling, 1984), ya que est& ampliamente
distribuida en 1la poblacién porcicola, Ha sido reportada en
Estados Unidos de Norteamérica (Doyle y cols., 1944) y en
Inglaterra (Anon, 1954) siendo subsecuentemente reconocida en
otras &reas del mundo que cuentan con una produccién importante de
cerdos.

En México, hace aproximadamente 20 afios, la RA era
considerada como una enfermedad exbtica o diferente a las ya
conocidas en nuestro pais. Sin embargo, la presencia de poblacién
animal susceptible y el trafico internacional de poblacién animal
infectada constituye el principal mecanismo de transmisién., Al

1



respecto se han hecho algunas consideraciones sobre la importacién
de animales para pie de cria, como la causa de la introduccién de
l1a enfermedad a México (Magueda, 1973).

Ocafia en 1971, habia manifestado que el 40% de los animales
reproductores importados estaban infectados. Mercadillo (1973),
calcula una incidencia que va del 60 al 80% en general, desde los
casos mds leves hasta casos graves de desviacién total. Korenfeld
(1978), reporté un total de 25.43% de animales afectados en un
estudio a nivel de rastro, en el que se observaron 5,000 cerdos
provenientes de varios estados de la Repﬁblica. Hoy en dia la Ra
es un padecimiento con el cual muchas granjas se han visto

obligadas a convivir.

1.3 Influencia Aambiental

Existen diversos factores ambientales que se han relacionade
con la enfermedad, entre éstos se menciona gque la mayor frecuencia
de la enfermedad se da en primavera e invierno. La mala
ventilacién e irritacién de la mucosa por materia particulada
suspendida en el aire son de los factores mas significativos que
predisponen para el desarrollo de la . enfermedad (Martineau, 1982).
Estos factores unidos al mal manejo y al hacinamiento de los
.cerdos, asi como un medio ambiente desfavorable conducen a un
severo retraso de crecimiento (Wilson, 1981), 1o cual se presenta
en sistemas intensivos de produccién, cuando los cerdos estan

confinados en lugares pequefios.



Smith y cols., (1982)

identificaron algunos factoras

ambientales que tienden a predisponer la severidad de la RA:

Incremento
Piaras pequefias y
Expansién de la piara
Alta proporcién de lechones
Destete en grupos
Frecuencia de movimiento y
mezclados
Sistemas intensivos internos
Hacinamiento
Ventilacién pobre Yy no
control de temperatura.
Higiene pobre Yy mala

desinfeccién.

cerradas

Decremento
Piaras grandes y ablertas
Tamafio estdtico de las piaras
Principalmente cerdos viejos
Destete en camada

Poco movimiento Yy no
mezclados
Sistemas abiertos
Baja carga animal por m’

Buena ventilacién y control
de temperatura.

Buena desinfeccién e higiene,

1.4 Agentes Btioldgicos Involucrados

La RA ha sido muy discutida sobre todo en el aspecto de su

etiologia, ya que surgieron tres teorias sobre la ocurrencia de la
enfermedad, éstas teorias son:

a) La enfermedad es debida a una deficiencia nutricional
(deficiencia de calcio, fésforo, vitamina A, de proteinas, etc.)

b) Es debida a un factor genético.

¢) Producida por agentes infecciosos.

Las dos primeras teorias han sido descartadas por la mayoria

de los investigadores, debido a que no han podido ser confirmadas.



sin embargo, la Gltima ha sido mds aceptada por los investigadores
(Brown y cols., 1966 citado por Iglesias y Pijoan, 1982).

Se han realizado muchas investigaciones dirigidas a 1la
definicién precisa del o de los agentes microblolégicos
responsables de 1la enfermedad. Se ha seflalado la posible
asociacién con agentes infecciosos tales como: trichomonas
(Switzer, 1981), virus (Switzer y L‘cuyer, 1961; Endington y
cols., 1976) y micoplasma (Switzer, 1955; Gois y cols., 1977); sin
embargo, solo dos bacterias han sido consideradas de importancia
y son Pagteurella multocida y Bordetella bronchiseptica, con las
que se ha podido desarrollar la atrofia experimental de los
cornetes nasales de cerdo ¥y ratén, cuando han sido inoculados
cultivos puros por via intranasal (Sawata y Kume, 1982; Montaraz,
1986) . Se ha observado en cerdos lactantes que la presencia de la
RA puede resultar de una infeccidén mixta de cepas toxigénicas de
B. __bronchiseptica y P, _multocida (Whittlestone, 1982). Se ha
discutido mucho el que B, bronchiseptica sea el agente etiolSgico
primario en la atrofia de los cornetes de los cerdos en el campoa
(Switzer y Farrington, 1972). La invasién secundaria por otros
microorganismos como P, multocida, se lleva a cabo después de una
infeccién por B, kronchiseptica (Martineau, 1982; Runnels, 1982),
siendo muy importante para el desarrollo e intensificaci6n de la
rinitis atré6fica, (Gois, 1983; Harris y Switzer, 1968; Nielsen,

1976; Schosas, 1984).



1.5 Modo de Infeccidén

La RA es transmitida primariamente a través del contacto de
cerdo a cerdo, y la transmisi6én en la manada es usualmente a través
de la madre portadora hacia su progenie y de lech6én infectado a
otros lechones. El esparcimiento de la infeccién es llevada a cabo
cuando los lechones son mezclados y los cerdos son trasladados en
grupo a lo largo de la granja.

Por lo que puede decirse que la principal forma de
transmisién de la enfermedad es de cerdo a cerdo, por medio de
aerosoles infectados y los cerdos expuestos pueden desarrollar
rinitis catarral, faringitis y otras alteraciones antes de
producirse rinitis atréfica (Harris y Switzer, 1968; Martineau,

1982) .

1.6 Patogenia de la Rinitis Atréfica

Los agentes infecciosos primarios y secundarios colonizan la
superficie del epitelio de la cavidad nasal, faringe y tr&quea,
pero no invaden el tejido subyacente. Con 1la utilizacién de la
tincién de anticuerpos fluorescentes se ha encontrado a B.
bronchiseptica sobre el epitelio de cornetes nasales y tr&quea de
cerdos (Duncan y cols., 1966). Al respecto, realizando estudios
*in vitro” sobre la adherencia de é&sta bacteria se encontré que se
adhiere al epitelio y produce modificaciones en los cilios o
pérdida de los mismos en la mucosa nasal (Nakai y cols., 1988).
Una evaluacién de los osteoblastos y osteocitos del hueso de

cerdos infectados con B, _byonchiseptica, mostré 1lisis celular



(Fetter y cols., 1975}.

Recientemente se ha encontrado en P. multocida tipo "D" y B.
bronchiseptica la produccién de dermonecrotoxinas capaces de
producir lesiones severas en los cornetes nasales (De Jong, 1580;
Schoss y Thiel, 1984; Nakai y cols., 1985). Las endotoxinas
producidas por B. Ybronchiseptica penetran al tejido de los
cornetes nasales, causando cambios degenerativos, fikroprasia e
hipoplasia de las mismas (Martineau y cols., 1982; Switzer, 1981).

Las cepas de P, multocida tipo *"D" que producen la
dermonecrotoxina DNT (+), colonizan la nariz de cerdos inoculados
con B, bronchiseptica por tiempos prolongados (Rutter, 1983). Al
respecto, cuando fuercon inoculados los cerdos con cultivos puros
de P, multocida tipo "D" la bacteria se adhirié al epitelio nasal,
debido a la infeccitn previa de B, bronchiseptica, las lesiones
producidas fueron muy severas en los cornetes con desviacién del
morro (Miniu\:is y Johnson, 1980; Rutter y Rojas, 1982; Pedersen y
Barfod, 1981 y Rutter, 1983).

Otros estudios muestran que P, multocida es el agente
primario en el desarrollo de la RA progresiva, que presenta
lesiones de moderadas a severas, es permanente y afecta 1la
produccién porcicola. Estas lesiones también se han observado
cuando las dos bacterias han sido inoculadas intranasalmente a
cerdos jévenes.

Los autores que han trabajado la hipétesis sobre la atrofia
progresiva, sugieren que el dafio de la mucosa nasal en cerdos

jévenes es provocada por B. bronchiseptica, en adicién a 1los



irritantes que se encuentran en el medio amblente u otras
infecciones (Gois y cols., 1983).

Por otra parte, la inoculacién intranasal de la toxina de P,
nultogida en cerdos gnotobiéticos, ha provocado la atrefia marcada
de los cornetes (Martineau, 1982).

En general, la edad de los cerdos y el nfimero de organismos
patégenos establecidos en el epitelio nasal influye en el grado de
atrofia de los cornetes y en la distorcién facial (Harris y
Switzer, 1969; Nielsen y cols., 1976; Switzer y Farrington 1975).
Los cerdos susceptibles al desarrollo de la enfermedad tienen
alrededor de 10 semanas de edad y desarrollan signos més severos
y mas lesiones que los gue se infectan y gue tienen mayor edad.
Los cerdos viejos susceptibles pueden desarrollar signos y
lesiones de una infeccién inicial pero é&stos de m&s baja

intensidad.

1.7 8ignos Clinicos

Clinicamente la RA es caracterizada por:

a) Estornudos crénicos y catarro con descarga mucopurulenta y
ocasional epixtasis, gue generalmente se presenta en lechones y es
indicativo de Rinitis Catarral Aguda.

b) Marcada deformacién del hueso de 1la cara con mal
funcionamiento fisiolégico.

c) Disminucién y retardo del crecimiento, lo que conduce a

reduccién del rendimiento alimeﬁticio.



d) En brotes moderados a severos, la distorcién facial
incluye braquignatia superior "mandfbula corta® y desviacién
lateral del morro.

e) En los casos m&s severos se observa conjuntivitis y
deformacién del hocico.

£f) Desviaci6n del septo nasal.

g) Parcial o completa pérdida de los cornetes.

i) Incremento del Aespacio entre el hueso nasal y los
cornetes.

j) se puede observar edema de la membrana mucosa Yy el
cornete ventral del cornete ventral, se torna fibroso y flexible
y éste es frecuentemente mis atectado que el cornete dorsal. En
casos avanzados, el cornete ventral puede ser completamente

atrofiada (Runnels, 1982; Schoss, 1984).

1.8 Lesiomnes MioroscSpicas

Entre las lesiones que se producen a nivel microascépico se
encuentran principalmente disturbios en la osteogénesis con
metaplasia e hiperplasia del epitelio de la membrana mucosa. Se
observa cierto grado de inflamacién mezclado con un proceso de
degeneraciédn y un proceso reparativo. Debido al proceso
inflamatorio, se encuentra infiltracién celular y hay presencia de
osteoc}astos por la osteogénesis deficlente (Harris y Switzer,

1968) .



2, CARACTERISTICAS GEMERALES DE Rordetella bronchiseptica
2.1 Morfologim

Bordetella bronchiseptica es un cocobacilo, Gram negativo, no
produce esporas, pleorSrfico, en crecimiento sobre medio sé6lido,
se presenta principalmente en forma cocoide, de un tamafic de 3.0
por 0.5 um a 0.4 x 0.72 um a 0.5 x 0.4 um; algunas formas
filamentosas tienen en promedio un tamafio de 0.4 x 8.0 um (Richter
y Kress, 1967), presenta motilidad positiva por flagelos
peritricos (Goodnow, 1980).

Algunas de sus caracteristicas bioquimicas son: O/F
Fermentativo, Catalasa - Positiva, Oxidasa - Positiva, Indel -~
Negativo, H,S - Negativo, Ureasa - Positivo, citrato - Positivo,

Crecimiento @n Mc Conkey -~ ‘Positivo (Cowan, 1974).

2.2 Caracteristicas de cultivo

La identificaéién de B. bronchiseptica de aislamiento
primario, se ha reportado como m&s dificil, que las cepas
mantenidas en el laboratorio. Cuando estas bacterias crecen sobre
agar sangre las colonias suelen ser hemoliticas desarrollando un
promedio de diémetro de 0.2 mm en 2 dias aproximadamente. Sin
embargo Simpson y Simmons (1977), reportan un aislamiento de
cultivos primarios en muestras nasofaringeas, las cuales no
presentaron hemélisis, ni tenian el aspecto caracteristico, pero
que correspondian a B, bronchiseptica.

Las colonias de B. bronchiseptica son caracteristicas y de

aspecto rugoso o lisas. A las colonias lisas se les ha designado

9



como de fase I y son virulentas y las colonias rugosas como de
fase IV y son avirulentas (Parker, 1976). Nakase (1957), designa
como de fase I a las colonias lisas que son patégenas para el
ratén, como de fase IV a las colonias rugosas que no son
virulentas para el ratén. La fase I es extremadamente inestable y
se transforma ripidamente a fase II, III y IV. La fase III se ha
encontrado asociada con antigenos capsulares o antigenos somaticos
o bien con ambos. La fase IV o colonias rugosas, han sido
consideradas como de fase III celular y a las que les faltan

Gnicamente los antigenos flagelares.

2.3 Antigenos

Los miembros del género Bordetella poseen caracteriaticas
antigénicas similares, cada especie posee un antigeno "O" somitico
termoestable, una dermonecrotoxina termolabil y un aglutindgeno
termoldbil comGn, (Ferry, 1918; Eldering, 1942). Sin embargo,
cada especie tiene un aglutinégeno especie especifico y otros 10
aglutinégenos estan presentes en las tres especies (Pittman,
1974) . Las diferencias de estructura morfolégica y antigénica se
deben a la fase colonial y fueron medidos con sueron
monoespecificos; 1los resultados indicaron que B. bronchiseptica,

puede ser dividido en tres fases lisas y una fase rugosa .
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2.4 Enzimaa y Toxinas

Todas las especies de Bordetella sintetizan por lo menos una
toxina, la cual es similar quimica y biol6gicamente al
lipopolisacarido de otros Gram negativos (Evans y Maitland, 1939).
Adem&s de una toxina termol&bil, preparada a partir de extractos
libres de B, bronchiseptica y B. pertusis que ha resultado ser
téxica en cuyes Y en ratén, produciendo lesiones
dermonecrotéxicas, cuando la toxina es inoculada intradérmicamente
a estos animales.

Cuando la toxina fue inoculada intravenosamente en conejos,
inicialmente se indujo una hiperglicemia, con posterior
hipoglucemia y acabando finalmente en la muerte. El1 factor
inductivo a hipoglucemia fue reducido o eliminado, cuando se
calentd la toxina a 55 C 30 mins. (0ddy y Evans, 1940). La toxina
fue sensible a la formalina, no fue antigénica, y perdis 1la
potencia‘después de la filtracién a través de un filtro-Seitz-E-R.
En contraste, Evans (1940) encontrd que B. bronchiseptica
formalinizada fue  antigénica y una antitoxina asi preparada
blogues la toxina de B. _bronchiseptjca, adem&s de neutralizar a
las toxinas de todas las especies de Pordetella. Se ha descubierto
una gran actividad de adenilatociclasa en cultivos en fase I en
las tres especies de Bordetella, que liberan esta enzima al
£flutdo, excepto B.__ pertusis, que produjo m&s actividad
intracelular . Cultivos en la fase III de estas especies no tienen

actividad enzimdtica extracelular (Endoh y cols., 1980).
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2.5 Participacién de pordetella pro @ en la Rinitis

Atréfica

La bordetellosis y la RA han sido estrictamente ligadas en
muchisimas ocasiones como virtuales sinénimos (0gata y cols.,
1970; Switzer y Farrington, 1975; Switzer, 1981). Una parte
sustancial de esta opinién se sostiene en el oeste de Europa y de
una manera extensa y precisa se ha involucrado, aste
micronrganismo en la RA (Done, 1975; Giles, 1980; Pedersen y
Barfod, 198l1; Rutter, 198); whitlestone, 1982). Aungue esta
opinién es variada en cuanto a la naturaleza exacta de esta
relacién o asociacién.

Este microorganismo esta asociado con infecciones
respiratorias en animales, particuiamente RA de cerdos en donde
la prevalencia de B, bronchiseptica es muy alta en la poblacién de
cerdos de los palses con alta productividad. Estudios de cultivos
de muestras nasales de cerdos jo6venes en Estados Unidos
demostraron su presencia en el 25 al 54% de los animales (Ross y
Harris, 1969) y en cerca del 11% de los cerdos adultos (Farrington
Yy Switzer, 1977 y Jenkina y cols., 1977). En el este de
Inglaterra, en los cerdos de engorda, se estimd que el 40% de los
mismos cerdos alberga el microorganismos (Anon, 1954).

En México, en un estudio realizado en el periocdo comprendido
entre Octubre de 1974 a enero de 1977‘, en 15 granjas localizadas en
seis estados diferentes se encontr6 que del total de animales
muestreados el 10.7% resultd positivo a B, bronchiseptica (Valdéz,

1978). De igual manera, un estudio realizado en 30 granjas del
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estado de Jalisco, se encontré que el 22% de los reproductores
nacionales presentaban B. _bronchiseptica en fosas nasales
(Anguiano, 1973).

La transmisién de B, bronchiseptica de cerdo. a cerdo es por
aerosoles. La alta prevalencia de la infeccién en cerdos en
desarrollo, sugiere que la transmisién puede ocurrir en cualquier
edad, pero es mas probable en cerdos j6venes susceptibles, en los
cuales se produce una activa rinitis, con estornudos, por lo que
la enfermedad puede distribuirse riapidamente (Smith y cols.,
1982) . Los factores que predisponen a la infeccién pueden ser
diversos pero el mids importante parece ser la edad; la habilidad
del cerdo lactante a resistir la infeccién, dépehde no Ginicamente
del desafio, sino también del grado de proteccibén pasiva
proporcionado por las cerdas que se encuentran infectadas en piara
(Giles, 1982).

La patogénesis de B, bronchisgeptica en la cavidad nasal ha
sido estudiada en detalle, particularmente en cuanto a la
naturaleza y el efecto de los factores té6xicos del organismo y el
dafio osteobléstico producido en el desarrollo del hueso.  Sin
embargo el mecanismo preciso por el cual el microorganismo produce
las lesiones en los cornetes permanece incierto.

Se considera que la colonigacién de B. bronchiseptica en 1la
cavidad nasal ocurre por adherencia del microorganismo, el cual se
une preferentemente a las células del epitelio ciliar (Yokomizu y
Shimizu, 1979). Esto es seguido por la multiplicacién de 1la

bacteria sobre la superficie de la mucosa y produccién de cambios
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inflamatorios proliferativos y degenerativos en el epitelio nasal,
incluyendo la pérdida de cilios (Duncan y cols., 1966; Endington
y cols., 1976). El1 organismo no es considerado un invasor de
tejidos profundos, esto supone que en la mucosa elabora un factor
agresivo o una toxina que se extiende al tejido 6seo de los
cornetes y es responsable de la osteopatia (Harris y cols., 1971).

Los extractos libres de células en fase I de esta bacteria,
contienen una téxina termolabil, dermonecrética, que es
probablemente un factor importante en la patogénesis. Cuando este
extracto fue inoculado intranasalmente en cerdos, desarrollaron
lesiones nasales similares a la RA (Hanada y cols., 1979; Nakase
y cols., 1980). Existen algunas variaciones en la toxigenicidad de
las diferentes fases de B,  bropnchiseptica aisladas de cerdos;
cepas en fase I son m&s toxigénicas que las de fase IIX (Rutter y
Collins, 1983), pero aparentemente no existe diferencias entre las
cepas de las plaras con y sin RA (Rutter y Rojas, 1982).

Por largo tiempo se ha consideraqn gque una osteogénesis
deficiente, en lugar de una osteblisis marcada, es el mecanismo
fundamentalmente b&sico en el desarrollo de la hipoplasia de los
cornetes en cerdos jévenes. Observaciones ultraestructurales
tienden a confirmar esto, los estudios han revelado que los
osteoblastos (en el interior del periosteum), son las células
donde ocurren las anormalidades en la rinitis hipoplastica
inducida por B. bronchiseptica (Fetter y cols., 1975; Silveira y
cols,, 1971}. Se presume gue el factor téxico o téxicos liberados

por el microorganismo pueden inducir estos cambios en 1los
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osteoblastos diferenciados, la actividad de fosfatasa alcalina en
los huesos de los cornetes se presenta disminuida en 4 dias después
de la infecci6n experimental con la bacteria. Esta actividad
enzimdtica se incrementa 2 semanas después de la infeccidn, sin
embargo, la accisén del factor téxico sobre los osteoblastos es de
duracién m&s limitada que la persistencia de 1la infeccién
(Silveira y cols., 1971).

En 1975 se demostré que la rinitis atrSfica puede ser inducida
en el laboratorio por medio de cultivos puros de la bacteria
aplicada a los cornetes nasales, el papel primario de la B,
bronchiseptica en cerdos no fue sin embargo completamente aclarado
(Switzer, 1975). Durante el siguiente aflo Switzer fué apoyado por
otros investigadores alrededor del mundo. Las lesiones
dermonecréticas producidas por la DNT, asi como las reacciones
adversas sistem&ticas, han sido observadas en animales de
laboratorio, después de inyectar la toxina.

Las observaciones realizadas sin embargo solo permiten
especular gue la toxina aesta involucrada en 1los mecanismos
patogénicos involucrados en . 1la uérofia inducida por B,
bronchiseptica en los tejidos de los cornetes nasales de los
cerdos (Skelly y cols., 1980).

Recientemente, un investigador realizé estudios *in wvivo",
usando un extracto sonicado libre de células de B. bronchiseptica,
este fue inoculado intranasalmente en cerdos j6venes que se
observaron durante 60 dias, y se encontrdé una variacién en la

fragilidad de los cornetes nasales de los animales tratados. El
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extracto fué fraccionado, en un componente endotéxico y uno
dermonecrotéxico termoldbil. Al inocular la parte endotéxica a
ratones j6venes, no desarrolla.ron lesiones de atrofia en los
cornetes nasales, mientras que si se desarroll6 una severa atrofia
de cornetes nasales con la toxina dermonecrotéxica (Nakase y
cols., 1985) . Harris y cols., (1971) proponen que B,
bronchiseptica 1libera un factor téxico, que altera la formacién
normal del hueso del cornete nasal, el dafio seria producido por la
DNT termoldbil en lugar de la endotoxina, ademis de otros
factores téxicos que son producides por la B, bronchiseptica. .
Otros autores, infectando a ratones lactantes de 2 a 5 dias
de edad por via intranasal con un cultivo de B. bronchiseptica
obtuvieron lesiones histopatolégicas semejantes a las ocasionadas
por la rinitis atréfica (Sawata y Kume, 1982; Magyar y cols.,
1985) . Por otro lado también se detectd una disminucién en el peso
de los bazos de los ratones infectados y por Gltimo, ratones
lactantes que fueron inoculados con B, bronchiseptica por via

intracerebral o intravenosa murieron (Elias, 1982).

2.6 Estudios de Inmunidad en Bordetella bronchiseptica

Las bacterinas que se han utilizado de B. bronchiseptica,
para prevenir la distorsién facial y la atrofia de los corhetes
nasales, solo han mostrado que disminuyen la infeccién en la
membrana nasal (Hanada y cols., 1979)., Harris y Switzer (1969), no
pudieron inducir resistencia nasal, contra una infeccién con B.

bronchiseptica en cerdos vacunados por via intramuscular, con una
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bacterina a base de células completas y sin adyuvante. En estudios
posteriores Harris y Switzer (1972) demostraron gue reduce la
infeccién nasal en cerdos vacunados subcuténeamante con otra
bacterina a base de células sonicadas.

La prevencién de la infeccién de 1la mucosa del tracto
respiratorio por la B, bronchiseptica (pulmén, traquea, o cornetes
nasales), parece depender de la inhibicién de 1la adhesibn_y
colonizacién por la bacteria. Se cuenta con pocos reportes de una
infeccién septicémica, la inhibicién de.estas infecciones parece
ser dependiente de una actividad localizada de aglutininas,
antitoxinas humorales o factores inmunes celulares. Los preparados
de antigenos de B, _bronchiseptica han sido administrados en una
variedad de formas, con y sin adyuvante y por diferentes vias de
administraci6n. Se han realizado estudios de inmunidad con el uso
de antigeno de B, pertusis (Harris y switzer, 1972). Se han usado
vacunas de B, bronchiseptica viva avirulenta o de subunidades,
para inmunizar cerdos, cuyes y perros (Pedersen Yy Barfod, 1977;
Goodnow y cols., 1979; Giles y cols., 1981).

Las células de B_._hmnghis_gp_t_i_c_g completas inactivadas, con
adyuvante completo de Freund o hidrdxido de aluminio, han sido
utilizadas exitosamente para inmunizar cuyes contra la muerte,
pero no de la bronconeumonia, resultante de una infeccién natural
o inducida en el laboratorio (Little, 1975; Fitzi, 1975; Giles y
smith, 1982).

con el uso de un anticuerpo monoclonal se ha identificado un

antigeno (una proteina de membrana de 68 kd) presente en B,
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bronchiseptjca y también en B. pertusis y B. parapertussis. Este
anticuerpo protege a ratones de la infeccién por aerosol con B.
bronchiseptjca con mortalidad reducida y lesicnes leves en
cornetes. El antigeno de membrana de B, bronchiseptica se purificé
por cromatografia de afinidad y se evalué al inmunizar ratones que
fueron desafiados, intraperitonealmente y por aerosoles con B.
hronchiseptica.

La inmunizacién con el antigeno de 68 kd en adyuvante
incompleto de Fraund, redujo significativamente 108 niveles de
mortalidad en los ratones desafiados intraperitonealmente. En el
modelo de infecicén por aerosoles, la inyeccién de antigeno 68 ka
con adyuvante completo e incompleto de Freund © con saponina
redujo las cuentas bacterianas en el pulmén de los ratones
desafiados infectados. Estos resultados sugieren que la proteina

68 kd puede corresponder a un antigeno de proteccién para B,

bronchiseptica (Montaraz y cols., 1985).
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3. CARACTERISTICAS GENERALES DE Pasteurella multocida
3.1 Morfologia

Ccuando P, multocida se aisla de los animales que murieron por
la infececién, se observa como un cocobacilo pequefio,
aproximadamente 1.0 um de longitud y 0.5 a 0.8 um de ancho. Son
bacterias gram negativas e inméviles; sin embargo, la morfologia
de estos microorganismos es variable ya que si son aislados del
tracto respiratorio superior de animales clinicamente sanos se
observan como bacilos relativamente largos, gque miden
aproximadamente § um de longitud y 1.0 um de ancho (Buxton.y
Fraser, 1977; Nicolet, 1985).

Las caracteristicas bioquimicas que presenta son: O/F -
Fermentativo, catalasa - Positiva, Oxidasa - Positiva, Indol -
Positiva,'.H,s - Negativo, Ureasa - Negativo y citrato - Negativo

(Cowan, 1974).

3.2 Antigenos

Las caracteristicas antigénicas de P_;_mu].:_o_gm han sido
determinadas por estudios inmunolégicos empleando pruebas de
hemoaglutinacién indirecta, de autoaglutinacién en presencia de
acriflavina y de inhibicién de 1la formacién capsular por
hialuronidasa. Mediante estas pruebas se han encontrado
diferencias entre tipos de esta especie, caracterizando cuatro
tipos en base a pruebas de proteccién en ratén, los tipos de
Roberts: I, II, III y IV, que corresponden a 1los antigenos

capsulares de Carter como B, A, E y ‘D respectivamente (Roberts,
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1947; Carter, 1955; Carter, 1957; Carter y Subronto, 1973; Carter
Y Rundell, 1975).

Se han estudiado doce tipos de antigenos somiticos
denominados del 1 al 12 (Namioka y Murata, 1961). Mediante pruebas
de inmunodifusién y extractos salinos de células capsuladas y no
capsuladas formalinizadas y calentadas a 100°C durante una hora.
Mientras que de origen .aviario han sido determinados dies y seis

(1-16) tipos somdticos de P, multocida (Heddleston y cols., 1972).

3.3 Toxinas

En Europa, se ha demostrado que las pasteurellas aisladas de
casos de rinitis atréfica pertenecen al serotipo "D", y se
caracterizan por producir toxinas que se identifican por medio de
pruebas biolégicas, como la produccién de una 1lesién
dermonecrética  (DNT) (de Jong y cols., 1980); inoculacibn
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), han purificado una toxina
DNT(+) a partir de extractos obtenidos por sonicacién de P.
multocida tipo "D" (cepas SP-72 y 4745a) y de B, bronchiseptica
{(cepa L3), las propiedades fisicoquimicas de la toxina de P,
multocida fueron: PM de 160,000 d, punto isoceléctrico de 4.7 a 4.8
Y reaccién de absorcién a 280/269 nm de 1.89 en relacién a B,
bronchiseptica de 190,000 4, de 6.5 a 6.6 y de 1.93
respectivamente. Esto sugiere gue se trata de glicoproteinas que

tienen propiedades biol6gicas y actividades té6xicas similares,
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pero difieren en pruebas de neutralizacién cruzada. En trabajos
similares realizados por Niels y cols., (1986) se encontré que la
DNT+ de P, multocida tipo "D" (cepa 45/78) obtenida de
sobrenadantes, tuvo un PM de 143,000 d y concluyeron que resultd
similar en cuanto a actividad biolégica, pero diferente en
propiedades quimicas, probablemente debido a las diferentes cepas
de P, multocida estudiadas y a que la sonicacién de un cultivo en
fase exponencial pudiera llevar a la liberacién de una toxina
intracelular activa, pero ya preformada.

También se ha encontrado en las cepas aviarias una endotoxina
(de cepas capsulas y no capsuladas) que se ha relacionado con la

virulencia en el Célera Aviario (Rebers y Heddleston, 1374).

3.4 Material Extracrosomal.

En -México, Mendoza (1985) aislé6 una exotoxina en los
sobrenadantes de cultivo de 18 horas; los hallazgos hicieron
pensar. que la fraccién de PM de 22,000 & fue la causante de 1la
reaccién dermonecrotédxica en la piel de cuye (DNT positiva). Esta
actividad se perdié6 con el tratamiento con tripsina, pepsi&a Y
elevacién de temperatura, coincidiendo con los resultados de
Rutter (1983) y Van der Heyden y cols., (1984). Ademds en este
trabajo la cepa control debg,_mglxg_qm tipo "D" mostré tener un
plasmido de un tamafic de alrededor de 5.2 kb en geles de agarosa,
esta banda parece ser responsable de la presencia (DNT) en el
plésmido que dié una reaccién dermonecrotéxica en la piel de cuye

en comparacién con la cepa "curada"™ (tratada con 400 ug de
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naranja de acridina), la cual no mostrd la presencia de plasmido
ni la reacci6n en la piel de cuye. Adem&s con la pérdida del
material extracromeosomal, se perdi6 1la resistencia a varios
antibiéticos, lo que sugiere que estos factores estan en el mismo
plasmido. En un estudio de Estados Unidos, en donde se aislaron 58
cepas de P, pultocida serotipo 3 de pavos, encontraron la
presencia de pl&smido R, en donde en 7 de estas cepas, se encontrd
resistencia a estreptomicina, tetraciclinas y sulfonamidas, (Hirsh
y cols., 1985). También se ha demostradoc en cepas de P.
haemolytica aisladas del tracto respiratorio de ganade vacuno
resistencia a tetraciclina y ampicilina, codificada en DNA
extracromosomal (Boyce y Marter, 1986). En otro estudio con §
cepas de P, haemolytica, solo tres de ellas presentaron pléasmidos
medianos con resistencia hacia algunos antibiéticos (Jackwood y

cols., 1987).

3.5 Importancia de sure to on la Rinitis Atréfica.

Se ha demostrado que las cepas de P, multocjida gque son
importantes en la Rinitis Atréfica son las de tipo "D" toxigénicas
(DNT +}, sin embargo, estas no son patSgenas para el pulmén
{Pijoan, 1985).

La flora nasal del cerdo rinftico se compone en un 80% de P,
multocida tipo "D" y un 20% de tipo "A" y mientras que la flora
pulmonar del cerdo neuménico es 55% de tipo A y 15% de tipo D. Se
ha demostrado que ésto se debe al comportamiento del macré&fago

alveolar ya que &ésta célula es capaz de fagocitar rapidamente a
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las cepas D pero no a las cepas A, aparentemente debido a que las
cepas A poseen una espesa capsula-de. &cido hialurénico que las
protege de la fagocitosis (Pijoan, 1985). Por otro lado, los
macrS6fagos alveolares no son Buscepfibles a la accién de la toxina
que producen las P, multocida tipo' "p" (pPijoan, 1984).

En el caso de la RA, se ha demostrado que la invasién
secundaria por P, multocida, se llevaria a cabo después de una
infeccién con B. bronchiseptica induciendo 1lesiones mas severas e
intensificando el desarrollo de 1la atrofia de 1los cornetes
{Pedersen y Barfod, 1981; Martineau, 1982; Runnels, 1982; Rutter
Y Rojas, 1982). Estudios con cepas toxigénicas de P, nultocida
inoculadas después de 1la irritacién con &cido acético, han
inducido el desarrollo de la rir;itis atréfica, asociada con 1la
reabsorcién inicial del hueso y con la falla de la osteogénesis,
debido al dafio sobre los osteoblastoé (Switzer y cols., 1975;
Smith y cols., 1982). Por otro lado, no se ha encontrado gue P,
multocida produzca una respuesta inflamatoria en el desarrollo de
la rinitis atré6fica y si un factor que estimula la reabsorcién
del hueso y suprime la sintesis osteoide (Pedersen y Elling, 1984).

Mediante microscopia electrénica, se ha encontrado la presencia
de fimbrias en P, multocida que se han asociado a su
patogenicidad, (Comunicacién personal Pijoan y Trigo, 1988). A
pesar de esto es dificil de llevar a cabo la colonizacién en las
fosas nasales de cerdos sanos con P, multocida, a menos que se
combine con ur_(;;nghlg;e_p_t_iga o que se presenten otros factores
predisponentes (Rutter, 1983; Pijoan y Morrison, 1985).
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4.0 BIOFISICA DE LAS INFECCIONES RESPIRATORIAS.

4.1 Vvias de Entrada.

Es de fundamental importancia la manera en la cual el aparato
respiratorio previene la entrada, neutraliza o remueve agentes
dafiinos que pueden llegar por diferentes vias. Sin embargo, un
agente pat&genoc alcanza el tejido respiratorio principalmente por
la via aer6gena y por la via hemat6gena, mediante la sangre que
llega a los pulmones.

La via de entrada hematégena ocurre cuando la circulacién
sanguinea lleva particulas infecciosas al pulmén, pero a pesar de
que muchos microorganismos circulantes alcanzan el pulmén, en
pocas ocasiones se establece la infecclén, &sto debido a que se
;\ecesita que las particulas se fijen al tejido respiratorio y sélo
una peguefia fraccién (cerca del 1%) de la carga bacteriana es
retenida‘.en éste sitio.

La mayoria de las infecciones del aparato respiratorio son
por via aerdgena y se originan por particulas en aerosoles gue
llevan consigo agentes infecciosos (Thomson y Gilka, 1974).

cuando agentes infecciosos u otras sustancias penetran a los
pulmones, encuentran ciertos mecanismos de defensa que previenen
su contacto con tejidos vulnerables, y el grado en que éstos
mecanismos sean alterados por éstos agentes inhalados, determina
el curso de las enfermedades respiratorias. Muchas de las
infecciones respiratorias producidas por microorganismos que son

inhalados, son a su vez diseminadas por 1la produccidn de

24



particulas conteniendo éstos agentes {aerosoles). Esta
diseminacién ocurre a través de la tos y el estornudo de animales
‘ enfermos y de portadores sanos, los cuales generan aerosoles por
&éstos mecanismos y esparcen las particulas infecciosas (Mims,
1977), de alli la importancia de los aerosoles en la patogénesis

de los problemas respiratorios.

4.2 RAerosolaes

La suspensién de particulas en el aire han sido denominadas
"aerosoles" y se definen como un sistema de partfculas coloidales
liquidas o sélidas, suficientemente pequefias como para tener una
disminucién lenta de su velocidad y capaces de permanecer estables
en el aire por periodos de tiempo relativamente largos (Thomson y
Gilka, 1974). Un aerosol puede ser creado por condensacién de
vapor de agua o por una dispersién de material en particula.
También se generan aerosoles a través del reflejo de la tos, del
estornudo, mediante la tos pueden ser expelidas a la atmbsfera mas
de un millén de gotas de un tamafio entre las una y quince micras
(Gerone y cols., 1966).

La velocidad del aire en el tracto respiratorio superior es
suficientemente elevada para formar aerosoles que pueden ser
inspirados o espirados durante la respiracién normal, al menos en
los animales donde la longitud del aparato respiratorio superior
es considerable (Grey y Thomson, 1971).

Las particulas generadas por el tracto respiratorio disminuyen

rédpidamente de tamafio, a causa de la evaporacién, hasta quedar
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reducidas a lo que se ha denominado %nicleos de gota", que pueden
tener de 0.5 a 5 um de disdmetro; este tamafio permite gue puedan
permanecer en el aire durante varias horas antes de ser
depositadas en el suelo por la fuerza gravitacional (Dunill,
1979).

Experimentalmente pueden crearse aerosoles de distintos
tipos, y se han clasificado como: monodispersos, aquellos en los
que 1la mayoria de particulas tienen el mismo tamafio, ¥y

polidispersos aquellos que no son homogéneos (Mercer,1973).

4.3 Inbalacién de Particulas

En la atmésfera se encuentran suspendidas numerosas
particulas originadas de diversas fuentes, sus caracteristicas y
concentracién en el aire varfan continuamente. En el proceso de la
respiracién la cantidad de aire que penetra a los pulmones es
sorprendente, esto unido a la extensa superficie pulmonar y al
enorme volumen de aire ambiental cargado de particulas que se
inhala constantemente permiten que el aparato respiratorio este
expuesto a un gran nmero de particulas potencialmente patégenas.
Eata exposicién a diferente tipo de particulas es llevada a cabo
también por diferentes especies animales, lo cual ha sido
aprovechado para realizar estudios en animales experimentales para
conocer la patogénesis de las enfermedades respiratorias. Entre
las particulas estudiadas se encuentran: virus, bacterias, hongos,
minerales, materiales téxicos, entre otras. (Green, 1964; Thomson

Yy Gilka, 1974).



4.4 Distribucidén y mecanismos de daepbsito de las particulas
inhaladas

El lugar donde se depositan las particulas en el aparato
respiratorio depende por un lado de las propiedades fisicas del
material inhalado (tamafio, densidad, forma) y por otro vde la
profundidad y frecuencia de la respiracién., Se ha observado, con
respecto al tamafio, que las particulas mayores de 10 um de
dismetro son retenidas en el aparato respiratorio superior,
principalmente en fosas nasales. Particulas menores de 10 um pero
mayores de 5 um son depositadas en su mayoria en triquea y
brongquios. Las particulas de tamafio entre 2 a 0.5 um son las que
generalmente logran penetrar hasta los alvéolos (Hatch, 1961;
bunnill, 1979).

Con raespecto a la mecinica respiratoria, la velocidad del
aire va disminuyendo paulatinamente a lo largo de las vias aéreas,
hasta ser practicamente nula a nivel del alveolo (Dunnill, 1979).

Los mecanismos propuestos para explicar el depssito de
particulas en el aparato respiratorio son: impacto o choque,
sedimentacién y movimiento browniano. La importancia de éstos
mecanismos depende del tamafio, forma, densidad, solubilidad,
estructura de la superficie y tensién superficial, asi como de la
velocidad del flujo aéreo y de las caracteristicas aerodinémicas
de las vias respiratorias (bunnill, 1979), consider&ndose de mayor
importancia el impacto y la sedimentacién, ya que el movimiento

brownlano afecta a particulas menores de 0.1 micras y no es
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considerable en el depésito de particulas infecciosas (Dunnill,
1979) .

El impacto ocurre primariamente en la nariz y vias
respiratorias superiores, por este mecanismo se depositan el mayor
nmero de particulas, cuando la corriente de aire en que est&
suspendida es bruscamente desviada, como ocurre en cornetes
nasales y bifurcaciones de bronquios. La sedimentacién se produce
ha consecuencia de que en el alveolo el flujo de aire disminuye a
cero, Y las particulas son depositadas por fuerzas
gravitacionales. Cuadro No. 1
4.5 Aparatos productores de aercaocles

A partir de la primer descripcibén sobre aparatos y técnicas
de inoculacién por aerosol (5tillman, 1923) se han introducido
diversos aparatos para el estudio de las infecciones aerégenas
(Henderson, 1952), los cuales han sido la base para posteriores
modificaciones.

Uno de los modelos b&sicos y mis utillzados es el que consta
de una cimara cilindrica de acrflico (Laurenzi y cols., 1964). En
éste sistema el aire era generado por una compresora, el cual
pasaba hacia un nebulizador Devilbis que contenfa el inécule
bacteriano.

Diversas adaptaciones se han realizado para aerosolizar a
grandes especies, asi como para controlar las condiciones de
aerosolizacién como son: hiGmedad, temperatura del aire, velocidad
de flujo y presién del aire (Beard y Easterday, 1965; Lillie y
Thomson, 1972).



CUADRO Ho. 1

EFECTO DEL TAMANO DE PARTICULA EN LA
DISTRIBUCION DE PARTICULAS EN EL
TRACTO RESPIRATORIO

TAMANO DE MECANISMO LUGAR DE
PARTICULA DEPOSITO
MYORES A 10 KICRAC T ARRATO KISPIMTORIG ALTO,

FOSRS MSALES, FARINGE Y
OCASTOMALIENTE 4X90, SRURUIAL

DRE S ¥ 18 MICMS DK1Y TRAQVES ¥ IOMGUI 05
(Wﬁm TR0~
BARES Y 0.2 NICMS SEDIVINTACTON BRONGHI0S, BRONGULOLOS ¥
ALVEOLAS.
MDOXIS A 0.1 NICRS WV o I8 4 IONNI06 O DY
L o SALIR DXPIMDOS.

Ouadro tomada del texto de Wanlll, 1979,
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Recientemente se han utilizado nebulizadores ultrasénicos que
permiten controlar el tamaiic de la particula y obtener una mayor

densidad del aerosol (Saunders y Sebunya, 1983).

5. REHOCION BACTERIANA.
5.1 Aerosoles de bacterias

Uno de los tipos de particulas suspendidas en la atmésfera
con mayor importancia biol6gica es el que integran las bacterias,
ya que estan distribuidas ampliamente en el medio ambiente y son
comunmente inhaladas. Muchas de éstas bacterias son potencialmente
patégenas Yy su ilnhalacién es determinante en el desarrollo de
infecciones del aparato respiratorio.

Los aerosoles da bacterias han sido ampliamente utilizados en
investigaciones del aparato respliratorio. Su uso presaenta
mGltiples ventajas sobre otras vias de inoculacién, ya que.:

a) Asegura una distribucién homogénea de las bacterias en el
aparato respiratorio. .

b} No es necesario el uso de anesté&ésicos para la inoculacién.

c) Es posible inocular un gran nGmero de animales
simult&neamente.

d) Es el método que mas se aproxima a la via naturalde las
infecciones del aparato respiratorio. (Martinez y cols. 1986).

La posibilidad de diseminacién de una infeccién bacteriana
aerégena, es proporcional a la duracién de la bacteria en el
aerosol, la cual puede ser ;fectada por la viabilidad de la misma.

Se ha establecido que la viabilidad de 1las bacterias en aerosoles
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disminuye r&pidamente debido a diversos factores, tales como: la
fase de crecimiento. Se ha encontrado que las bacterias en fase de
crecimiento logaritmico son mis susceptibles a las influencias
ambientales (cambios de hGmedad relativa y oxigeno) en comparacién
con las otras fases. La distribucién de las bacterias en el
aerosol esta relacionada con su concentracién, ya gque si la
concentracién del microorganismo en el aerosol es baja, muchas
particulas permanecerdn libres de bacterias (Goodlow, 1961). Los
aerosoles de bacterias han sido ampliamente utilizados en
experimentos de deposicién de bacterias en el tracto respiratorio,
estudios de remocidn bacteriana y de transmisién de enfermedades
via aerdgena, induccién experimental de neumonfa, estudios de la
reaccién

inflamatoria y respuesta inmune (Lillie y Thomson, 1972; Lépez y

cols., 1976; Jericho y Langford, 1977).

5.2 Remocién Bacteriana

La remocién bacteriana, es un método "in vivo" gue se
utiliza para medir la velocidad a 1la cual, las bacterias
inhaladas, desaparecen del tracto respiratorio. Por éste método se
puede evaluar la capacidad del pulmén para inactivar las bacterias
en &1 depositadas, puede calcularse el nGmero de microorganismos
_ _depositados y los indices de remocién-retencién de bacterias a
! distintos tiempos posexposicién. Como desventaja, cabe apuntar que
éste método por s8I 8610 no puede diferenciar que mecanismo de

defensa pulmonar, ya sea el aparato mucociliar o al sistema de
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fagocitosis, est& afectando o actuando y en que proporcién (Lépez
y cols., 1976; Jones,1983).

Los factores que se supone determinan la remocién de
bacterias y con ello el establecimiento de la infeccién o por el
contrario la eliminacidn bacteriana son: concentracién y voldmen
del inéculo, wvirulencia de la bacteria, el estado de los
mecanismos de defensa y del huésped en general (Green, 1978;

Nugent y Pesanti, 1982).
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XI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un modelo experimental en ratén para determinar 1la

interaccién de Bordetella bronchiseptica y Pasteurella multocida en

la produccién de la Rinitis Atréfica.
OBJIBTIVOR PARTICULARES

1. Establecer, ai el método de aerosolizacién de bacterias es
efactivo en un modelo experimental con ratones de 21 dias,

para desarrollar la Rinitis Atréfica.

2. Determinar el patrén de remocién de Bordetella bronchiseptica

Y de pPasteurella multocida en Cornete y PulméSn de ratdn de 21
dias.

3. Relacionar el dafio histopatolSgico producido en la Rinitis

Atréfica con el estudio de Remocién Bacteriana.

4. Analizar la interaccién de Bordetella bronchiseptica y de
Pasteurella multocida en el desarrollo de la enfermedad.
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IIX. MATERIAL Y METODOS

1. Capas Bacterianas.

Las cepas de B, bronchigeptica y P. multocida, previamente
aisladas de casos clinicos y mantenidas en sangre, se sembraron en
agar Mc Conkey al 1% de glucosa y en agar gelosa sangre (5% de
sangre de bovino v/v), 1incub&ndose posteriormente en aerobiosis a
37 €. A las 18 horas, se observaron las caracteristica
morfolégicas de las diferentes colonias aisladas y se
subcultivaron en nuevas placas de agar Mc Conkey y agar sangre
{Cowan y Steell, 1574). Una vez aisladas las bacteriaa se
prosiguis a realizar las pruebas bloguimicas correspondientes para

la identificacién de las mismas.

2. Identifioacién por Pruebas Bioquimicas
En relacién a lo publicado por diverscs autores, uge

determiné que las pruebas bioquimicas para la identificacién de
las especies de Pasteurella Yy Bordetella deberfan incluir: Tincién
de Gram, oxidasa, catalasa, oxidacién-fermentacidén, motilidad,
cracimiento en agar Mc Conkey, hemtlisis en agar sangre al 3%,
indol, ureasa, produccién de H,S, produccién de &cido a partir de
glucosa, sacarosa. manitol, rafinosa, trehalosa y arabinosa. (Mc
Allister y cCarter, 1974; CQwan‘y Steell, 1974; cCarter, 1975;

Simmons y Simpson, 1977; Thigpen y cols., 1978).
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3.0 Pruebas BlolSégicas para la Determinacién de 1a

Dermonecrotoxina
3.1 Producoién de la Exotoxina Dermonecrotéxica (DNT)

Se cultivaron las bacterias en caldo del Infusién Cerebro
Corazén (BHI), a 37 C durante 118 horas. Transcurrido &éaste tiempo
el liquido se centrifugd a 3000 x g durante 45 wminutos, el
sobrenadante obtenido se f£iltré con membrana millipore de 0.45
micras de di&metro, para su posterior utilizacién (De Jong y

cols., 1980).

3.2 DJecrosis en Piel de Cuye

Los cuyes se rasuraron en la regién dorsal, dividiéndo el:
&rea en seis regiones, en las que s8se inocularon por via
intradérmica 0.?. ml del sobrenadante filtrado. Se realizarén
observaciones d; la reaccién obtenida a las 24, y 48 horas
pos~inoculacién, con el fin de evaluar los siguientes par&metros:
eritema, edema, induracién y necrosis. Considerando como

reacciones eritematosas positivas a aquellas en las que el

endurecimiento fuera de 1 cm de di&metro y tom&ndo comc dud 8

aguellas que dieron de 0.5 cm de difmetro (De Jony, 1980).

3.3 Letalidad en Ratén Lactante

Ratones lactantes de aproximadamente 3 dfas de edad, fueron
inoculados con 0.1 ml de los 1liquidos sobrenadantes de 1las
bacterias. Inoculando con solucién amortiguadora de foafatos pH

7.2 a un grupo control. Se realizaron observaciones a las 18-24
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horas, conslderfndc como reaccién positiva la wmuerte de los
ratones inoculados con el liguido sobrenadante (Nakai y cols.,

‘1984) .

3.4 Atrofia de Baxo de Ratén

Un grupo de ratones fueron inoculados via intraperitoneal con
0.1 ml del sobrenadante bacteriano filtrado. Después de 7 dias de
la inoculacién, los ratones fueron sacrificados, se extrajé el
bazo y se midis. Los bazos que presentaban un 25 % de reduccién en
al tamafio (atrofia), se conslderaron como positivos a &sta prueba

(Nakai y cols., 1984).

4. Patrén de Remocién de Bordetells bronchimeptica y
Pasteurells multooida sn ratones.

4.1. Cimara de aerosolizacién

Para la infeccitn por aerolizacién de los ratones se empled
una c&mara rectangular de metal, herméticamente sellada, cuyas
dimensiones esté&n especificadas en la Figura No. 1. La cAmara esta
formada de una tapa de cristal con sello de neopreno, un
nebulizador (Devilbis Mod 645) conectado a una perforacién lateral
por medio de tuberias de 1&tex para entrada y salida del aerosol,
rejillas para prevenir accidentes con los ratones y bafles
deflectores parab8licos en las esquinas que evitan la acumulacién
del aerosol en estos lugares. En la parte de salida del aerosol

va conectado un matraz kitasato con formaldehido al 10% para
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PIGURA No. 1 Cémara de aerosolizacién

viasta del Planc de la CAmara de aercsolizacién empleada para al
desafio de los ratones con B. bronchimeptica y P.  multocida.

{ Cé&mara modificada por Lépez y cols., 1976 )
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inactivar a las bacterias. El flujo de aire para la produccidn del
aerosol se generd con una bomba compresora (Mod B-131 Industria G,
Murgfa, S. A.) Ajustada a 14.3 PSI 3 kg/cm. Se enpled una bomba
de vacio a 3 kg/cm para aliviar 1la prasién generada en la cémara

y propiciar la extraccién de las bacterias.

4.2 Evaluaoién y Estandarizacidn del Sistema
La evaluacién y estandarizacién del sistema fue efectuado con
anterioridad por Mendoza y cols. (1988) para efectuar un estudios

de remocién bacteriana con B, bronchigeptica.

4.3 Animales

Se utilizaron 80 ratones machos de ¢ a 14 g da paso mayores
de 21 dias de edad, cepa NIH-3 obtenidos del bioterio del INIFAP
(Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Y
Agropecuarias). Da forma aleatoria se formaron 4 grupos de 20
ratones cada uno para efectuar la infeccién con las bacterias.
Los ratones de cada grupo se instalaron en jaulas independientes

con agua y comida "ad libitum".

4.4 Preparacién del Inéculo

Con un asa met&lica se tomarén 5 colonias de la cepa de B,
bronchiseptica praeviamente desarrollada en gelosa sangre, Yy se
inoculé un matraz nefelométrico que contenia 50 ml de ' caldo BHI.
Este se cultivé en agitacién a 37 C y 120 rpm, hasta fase

estacionaria determinada por nefelometria a 660 nm en un
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espectrofotémetro. En la fase estacionaria, el contenido del
matraz se centrifugd durante 45 min a 3500 x g. El paquete
bacteriano fue lavado dos veces con PBS (Solucién amortiguadora de
fosfatos) pH=7.2, en el que finalmente se resuspendieron las
bacterias para obtener una concentracién final de 5 x 10° Unidades
Formadoras de Colonia por ml (UFC/ml}.

Procediendo de igual forma para la preparacién del inéculo de
P. multogida, el cual gued6 ajustado a la misma concentraciébn gque
el de RB. bropnchigeptica

S. Estudio de la Infecclén de pordetella bronchiseptica y
Pasteurella wmultocida en ratones por medio de aerosoles.

5.1. Aercosclisacién

De 1las suspensiones bacterianas ajustadas y lavadas, se
tomaron 5 ml con los que Be aercsolizaron los ratones de los
diferentes grupos experimentales. Después de 10 min. de
nebulizacién, los animales se sacaron de la cdmara y se pusieron
en sus cajas con agua y comida. Se form6 un grupo de 20 ratones de
las mismas caructeristicas que fueron aerolizados con medio de
cultivo estéril (caldo BHI), bajo las mismas constantes (t=10 min.
y C= 5 ml.). De igual forma los ratones fueron sacades de la
- cémara y puestos en su caja correspondiente.
De ésta manera los grupos que se formaron se inocularon con

las bacterias de la siguiente manera:
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GRUPO I. Grupo Control nebulizado con caldo BHI estéril.

GRUPO IX. Grupo nebulizado con B, bronchiseptica.

GRUPO IIX. Grupo nebulizado con P, multocida.

GRUPO IV. Grupo Experimental. Nebulizado con B, bronchiseptica
y P. multocida.

Es importante sefialar, que a los ratones del grupo IV se les

administré B, bronchigeptica previamente (4 dias antes) a 1a
aerosolizacién B, multocida., (Cuadro No.2)

5.2 Estudio de remocién en cornete nasal.
De los 20 ratones de cada grupo se seleccionaron 2 los dias
0, 2, 4, 8 y 16 poét-lnoculaclfm de las bacterias y se
sacrificaron, extirpandoles posteriormente los cornetes nasales.
Sosteniendo los cornetes_con unaﬁ pinzas estériles, se lavaron con
1 ml de Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) contenido en una
jeringa de 1 ml. Del lavado se realizaron dilucjiones en base 10 con
solucién de PBS hasta la dilucién 10".
De cada dilucién se sembraron 3 gotas de 10 ul/gota, en placas
de agar BHI y agar Mc Conkey, gue se incubaroq durante 18 horas a
37°C, y se calculb el nGmeroc de Unidades Formadoras de Colonia por

cornete (UFC/érgano).

$.3 Estudio de remocién bacteriana en Pulmén
A los mismos ratones sacrificados los dfas 0, 2, 4, B y 16

post~inoculacién de las bacterias, se les extrajo el pulmén, el
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CUADRO No.2  DIAGRAMA DE TRABAJO EXPERIMENTAL
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cual fue macerado en morteros Tenbroeck con 5 ml de solucién PBS.
Una vez que se macer6 completamente el tejido se colocd la muestra
en un tubo, y de dicha solucidén se realizaron diluciones en base
10 hasta 10" con solucién de PBS. De cada dilucién se sembraron 3
gotas de 10 ul/gota, en placas de agar BHI y agar Mc Conkey, que
se incubaron durante 18 horas a 37 C, para que una vez crecidas

las bacterias obtener las UFC/érgano.

5.4 Estudio Histopatoldgico

Dos de los ratones de cada grupo, se sacrificaron los difas 0,
2, 4, 8 y 16 post-inoculacién y se sacrificaron para el estudio
histopatolégico de los cornetes nasales.

Una vez cortados los cornetes se conservaron en formaldehido
al 10% en solucion de PB5S durante dos semanas. Después de lavarlos
de 4 a 6 veces con agua de la llave, se descalcificarén en
solucién LORCH (Acido citrico, NaOH 0.2 N, HC1l 0.1 N, 2ZnS0, 1% y
CHCl, 0.1%), la que se cambiaba cada tercer dia durante tres
semanas. Los cornetes descalcificados se incluyeron en parafina y
se procedid a realizar cortes de 6 um, los cuales se tifieron con
hematoxilina-eosina.

Para catalogar el grado de atrofia, hemorragia, inflamacién,
remocién periostal y adelgazamiento del hueso se estableci6 un
sistema de §untuac16n por cruces.

Es importante sefialar que los cortes de los cornetes se
hicieron barajados y la evaluacién de las lesiones se realizé a

ciegas.
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5.5 Andlisis de los Datos

Para efectuar el aniAlisis de los datos obtenidos se emples la
técnica de An&lisis de varianza (ANDEVA), utilizando un disefio
Factorial con tres factores gque fueron 1las variables Tiempo (Dias
post-inoculacion), Organa (Cornete y Pulmén) y Grupo Experimental.

Las comparacicnes de medias se realizarén por Contrastes Lineales.
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1V. REBULTADOS

1. Identifiocacién Bacteriana y Dermonecrotoxicidad

Las bacterias utilizadas en 1la experimentacién fueron
identificadas como Pagsteurella multocida tipo "D" y Rordetella
bronchiseptica, ya que 1las pruebas realizadas para su

identificacién mostraron el resultado esperado. Por otra parte, en
ambas bacterias se confirmé ser dermonecrotdxicas, ya que
produjerédn lesjones tales como: la muerte de ratédn lactante,
atrofia de bazo en ratones, observada como disminucién del tamafio

del mismo y endurecimiento y .necrosis en piel de cuye.

2. Resultados de la Remccidn Bacteriana en Cornste y Pulmén.
Los resultados de las cuentas bacterianas de los diferentes
grupos experimentales, se muestran en el Cuadro No. 3. En dicho
cuadro se encuentran los valores pares de 1las UFC/6rgano
recuperadas de ambas bacterias para cada grupo experimental por dia
de determinacién, de acuerdo a las caracteristicas del desafio.
Estos valores se utilizaron para comparar las cinéticas de remocién
de B, bronchiseptica y P. multocida tanto en cornete como en
pulmén, y para determinar el efecto de 1la presencia de B,
bronchiseptica sobre la remocién de P, _multocida. en los mismos

érganos.
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CUADRO No. 3

RESULTADO DE LAS CUENTAS BACTERIANAS EN
UFC/ORGAND DE L0S GRUPOS EXPERIMENTALES,
MUESTRAS PARES.
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2.1 Comparacién de la Remocién de Pasteurells multocida y de
Rordetells bronchissptica.

Los resultados del comportamiento de las bacterias cuando
fueron inoculadas independientemente se muestra en el Cuadro 4.

Las curvas correspondientes para Cornete y Pulmén se muestran
en las Figuras 2 y 3 , en las cuales puede observarse que en
cornete B. bronchiseptica muestra 2 fases. La primera de
multiplicacién bacteriana y la segunda que corresponde a una fase
estacionaria. Por el contrario, P, multocida muestra en la primera
fase una remocién y posteriormente sufre un ligero aumento para
mantenerse constante en la Gltima fase.

En pulmén, B._ bronchiseptica sufre 3 fases que son: 1) de
crecimiento, 2) de remoci6én y 3) estacionaria. Mientras que P,
nultocida muestra un comportamiento similar al de cornete.

El andlisis de los resultados (Cuadro 5), indicé que hay una
interacci6n entre las bacterias y los dias significativa. Las
comparaciones de medias posteriores al revelaron que no existe
diferencia entre las cuentas bacterianas de B, __ bronchiseptica
entre los dias 0, 4, 8 y 16 Y que s6lo existe diferencia entre las
cuentas de Bordetella el dia 2 post- inoculaci6bn con respecto a
los demds dias. En relacién a las cuentas de P, multocida existe
diferencia significativa 1los dfas 2 y 8 post-inoculacién (p <
0.05), en donde se encuentran el punto minimo y méximo de 1la
curva. También se encontré diferencia significativa entre

6rgano, ya que la cuenta bacteriana en pulmén es mayor que en
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CUADRO No. 4

RESULTADOS DE LA REMOCION DE P, multocida
Y DE B, bronchiseptica EN CORNETE Y PULMON

DE RATON. EXPRESADO COMO UFC/QRGANO.

O eviricn [ SR | i1 | 600 | 2000 | Rt
P [ SN | RHAD | S5 | 1168 | 214
T e [ S | MARE | G0 | 08 |
Pl O | SR B bin | RO

§ = SIGNIFICA IA BISVIACION QUE DXISTE DNTAE LOS VALORIS DE LAS MIESTMS MNIS,
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CUADRO MNo. 5

ANALISIS ESTADISTICO

COMPORTAMIENTO DE LAS BACTERIAS

INOCULADAS INDEPENDIENTEMENTE.

TUDNTR DK UARIACION | 5.1 [SUM) DE CLADIADOS | MEDIA DC CUWMADCS| WALOR I | SIGNIPICANCIA

ne [] 61,09 5414 a% s
[ { [K 1] 445 12.65 §
WA A nm . [ &< H
DIAS » 0RO 4 159 0.6 .8 L]
NS o MTRIA | 4 n.m %94 %.19 H
OMCAND = RCTIRIA | 1 L3 (X ] (X} L]
[ET 22 ] ] 1.3 .38 0.9 NS
e 2

Bugsd: TN N INEMICION DIRE LOS DIAS, TL ORGANO ¥ LAS ACTERIAS INOCLRADAS,

§ = ITICT0 SIMIFICATIW,
.8 = KFICI0 W0 SIGMIFICATIV.
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cornete, en donde 1la diferencia media es igual a 27 +/- 2 UFC (p
< 0.05), independientemente de 1la bacteria o el dia

post-inoculacién.

2.2 PEfecto de pPasteurells multocida sobre la remocién de
Boxdetella bronchiseptics.
En éste an&lisis, se comparé la cuenta bacteriana de B,
bronchiseptica del grupo inoculado con B, kronchiseptica

exclusivamente y el grupo inoculado con ambas bacterias (B, _
bronchiseptica y P, myltocida). En éste caso, se obtuvieron .los
resultados que se nmuestran en el Cuadro No. 6.

En lla Figura 4, se observa el comportamiento de éstos
datos, y en la cual se hace evidente gue en cornete el dia 8
post-inoculacién existe una diferencia entre 1las cuentas
bacterianas de éstos grupos, ya que las UFC de B, bronchiseptica
disminuyen en el grupo inoculado con ambas bacterias en comparacién
con el grupo %noculadp con 1la bacteria exclusivamente, este
comporta;\\iento ;10 se observa el dia 4 y 16 post-inoculacién.

Mientras que en pulmén existe diferencia el dfa 4
post-inoculacién, la cual estd determinada por el comportamiento
de las bacterjas del dia anterior (dia 2 post- inoculacién), en
donde las cuentas en pulmén fueron md&s elevadas que en cornete.

El andlisis estadistico reveld un efecto significativo de
interaccién’ de los tres factores (Bacteria, Organo y Tiempo) es
decir, las diferenpias entre los grupos dependen del Srgano de que

se trate y de los dias post-inoculacién. (Cuadro No. 7).
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CUADRO No. 6

RESULTADOS DE REMOCION BACTERIANA
EN UFC/ORGANO.

EFECTO DE P. pultoeida SOHRE LA
REMOCION DE B, broonghigerptica.

OMAN0 | GRUPS EXPERINNIALES :M Im-;mmcmjs
oo | 0 (B 42000 |10

am
et

a1
B, bronchiseptica

Qup 1
b

LR 0 | DA

BRI AR
S| 200 | it

§= SIGNITICA La DESVIACIOH IO IXISTE DNTRE LOS D08 WALARES DB
SIC DXK LAS MIESTIMS MRLS.
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FIGURA 4
INTERACCION DE B. bronchiseptica
CON P. multocida
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Las pruebas posteriores realizadas para comparar las medias
indicaron:

En el dfa 4 post-inoculacién de B. bronchjseptica (dia de
inoculacién de P. multocida), no se encontré una diferencia
significativa entre ambos grupos, en las cuentas bacterianas en
cornete, ya gue la cuenta del grupo inoculade con ambas bacterias
disminuye ligeramente en comparacién con la cuenta del grupo gue
se inoculd con B. bronchiseptica sola.

Este comportamiento no se observa en pulmén, ya que la
comparacién de medias indicé una diferencia significativa en el
grupo inoculade con las dos bacterias,jvasta diferencia se debe a
que cuentas bacterianas son mas altas (p < 0.05) en este grupo en
comparacién con el grupo inoculado con Bordetella bronchiseptica
sola.

El dia 8 post-inoculacién, se encontré una diferencia
significativa entre las UFC de los dos grupos en cornete, ya que
la cuenta bacteriana del grupo inoculado con B, _bronchiseptica
sola, fué més alta (p < 0.05) en comparacién con las UFC del
grupo inoculado con B, bronchiséptica y P. multocida. Este
comportamiento no se observd en pulmén, en donde no hubo
diferencia significativa entre ambos grupos. (Figura 4).

Por Gltimo el dia 16 post-inoculacién de B, bronchiseptica se
encontré que ambos grupos tenian cuentas bacterianas semejantes,
es decir, no se encontrd diferencia significativa entre grupos,

observédndo el mismo comportamiento en cornete y en pulmén.
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CUADRO No. 7

ANALISIS ESTADISTICO

COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO DE
B. bronchiseptica EN PRESENCIA DE
P, multocida

TUINTE DE VARIACION | g.| |SUMA DE CUADRANOS { MEDIA DE CULADRAROS| WALOR P |  SIGHIFICAKCIA
[ 1 2 1.19% 8.5%8 R LF]
[ 1 2.51% 256 5.2 H
WCTRIA i 4.2% 4.2% - Xy H

DIAS = ORG 13 2,145 1.8 6.4 S

SIAS « MCTTRIA 2 8,909 8.4913 9% L8]
RN ¥ MCTERIA | 1 B.8%5 8.0 8z L}
heOsel 2 105 89132 5.5 H

SKOR 2

Do 0wz ECI0 BE INTERCCION ENTRE LOS DIAS, LOS ORGHS IMOLUCRAS ¥ 1AS CTERIAS

IRCLAMS,

§ = EFECTO SIGMIFICATIVO,
N.S = KFCI0 M) SIGNIFICATIW.
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2.3 Efecto de Bordetella bronchipeptica en la remocién da

Pagteurella wultooids.

Por Qltimo, se analizaron los resultados obtenidos de 1las
cuentas de P, multocida, del grupo inoculado con P. _multocida sola
y del grupo inoculado con B. bronchiseptica y P. multocida. Los
resultados que se obtuvieron se muestran en el Cuadro 8.

En é&stos grupos, se encontrb un efecto significativo del
factor 6érgano y de la interaccién Bacteria - Dia. (Cuadro 9).

Las pruebas posteriores al anilisis estadistico revelaron lo
siguiente:

La cuenta bacteriana en pulmén es mayor gue en cornete
(Piferencia Media = 9 +/- 2), independientemente de que P,
multocida este sola o combinada con B, bronchiseptica y del tiempo
transcurrido desde la inoculacién.

En el dia 2 post-inoculacién de P, myltogida el nGtmero de UFC
es mayor (p < 0.05) en el grupo donde habia sido inoculada
previamente B. bronchiseptica en comparacién con el grupo donde se
inoculé p, multocida sola.

Por Gltimo, no hubo diferencia significativa entre los grupos
experimentales ningdn otro dia post-inoculacién.

Estos acontecimientos pueden observarse claramente en 1la

Figura 5, en donde se tra el portamiento general de éstos
grupos experimentales y en la cual se hace evidente el aumento en
las UFC de P. multocida en cornete, en el grupo al que previamente
se le inoculd B. bronchiseptica . Este aumento es m&s observable el

dia 2 postinoculacién de las bacterias.
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CUADRO No. 8

RESULTADOS DE LA REMOCION BACTERIANA
EXPRESADA COMO UFC/ORGANO.

EFECTO DE B. bronchiseptica SOBRE LA
REMOCION DE P, multogida.

DIAS  POST-INOCULACIOR
] 2 a | 8 16

HEL| RHAR | o R RINR

- R G| SERE | SR | 218

0RA GRUPD EXPERINENTAL

COMNETE | GRIFO [} 4
P miltosida &

e
UMY GRUPO 111
- i (e SR D | B | LINE | SR

et | S1B | SRR | | | 1

§ = SIGNIFICA 1A DESUIACTON QUE EXISTE ENTRE L0S VALORES DE 1AS MUESTRAS PARES.
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CUADRO No. 9

ANALISIS ESTADISTICO

COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO

DE P. multocida EN PRESENCIA
DE B. bronchiseptica.

TUINTE OE WIRIACION | g.1 [N DE CUADRAS {NEDIA DB CUADRADCS | WLOR F [ SIGHIFICANCIA
S [} 4,765 (81} um NS
(R0 { 2,253 2,253 5.6 H
‘Wmi { 0.2 [ Rt ] (X} [N

AS = 0ANO [ (Xs] (XU} (%] .8

NS meme | 4 5.4 1.%% KRt} H

RGN0 « MCTENIA [ 8 1,30 1,38 .3 H
Duowl ] 2.3 0.5 1.2 ns

BO0R .}

D# 0w = ITCI0 D INTEMCCION DITRE LS DIAS DR DXPERINENTACION, LOS QNGANS IROLUCRADGS
¥ LAS WRCTERIAS IMOCLLADAS.

§ = EFECT0 SIGNIMCATIVO,
X.8 = KFECY0 W0 SIMIPICATIVO,
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También se observa en é&sta figura, que para el dia 16
postinoculacién de las bacterias, las cuentas son m&s bajas en
cornete para ambos grupos y en pulmbn para el grupo de interaccién,
y aunque este efecto no es significativo, podria aparecer como un
efecto de remocién. No ocurriendo as! en pulmédn en el grupo
inoculado con P. multocida sola, en donde se observa que las UFC se

mantienen a partir del dia 4 post-inoculacién.
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FIGURA 5
INTERACCION DE P. multocida
CON B. bronchiseptica

EN CORNETE Y PULMON
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La Figura 6, muestra el comportamiento de B. bronchiseptica
y de P, multocjda cuando fueron inoculadas individualmente a los
ratones. Se puede observar el comportamiento que se presenté tanto
en cornete como en pulmén.

La Figura 7, muestra el comportamiento de las bacterias en
cornete, en donde se pueden apreciar las diferencias entre 1la
inoculacién con las bacterias solas y la interaccién de ambas
bacterias.

En la Figura 8, se observa el cohportamiento de los mismos

grupes experimentales en el Pulmén.
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FIGURA 6. REMOCION BACTERIANA
B. bronchiseptica Y P. multocida
EN CORNETE Y PULMON.
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FIGURA 7
INTERACCION DE B. bronchiseptica
Y P. multocida EN CORNETE.
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3. Resultados del Estudio Histopatolégico

Los resultados de éste estudio revelaron que la infeccién de
los ratones con éstas bacterias propicié dafios a nivel de cornete
nasal, los cuales se produjeron tanto en los grupos con las
bacterias solas (Grupos II y III) como en el grupo experimental,
en el que se inocularon ambas bacterias.

En el grupo control inoculado con caldo BHI estéril, no se
encontré lesidSn alguna, observando las estructuras intactas, es
decir en la mucosa se observa el epitelio cilial y la lamina
propia Integros y el hueso se encuentra sin lesién.

En el grupo II aerosolizado con B. bronchiseptica se
encontraron lesiones a partir del segundo dia post- inoculacién,
para posteriormente disminuir hasta que el dla 16, las lesiones
fueron minimas. En é&ste grupo se encontrd: inflamacién de
periost_:eo, remocién de periosteo, atrofia del hueso (el dia 4
post-inoculacién), osteoblastos y calcificacién del tabique. Estos
elementos disminuyeron al transcurrir el tiempo. En el cuadro No.
11, puede observar 1la forma y progresividad en que fueron
presenténdose las lesiones.

En el grupo III aerosolizado con P. multogida también se
pudieron observar lesiones representativas de Rinitis Atréfica
aunque en menor grado. Las lesiones observadas al contrario de las
ocasionadas por P. khronchiseptica se encontraron m&s acentuzdas
los dias 8 y 16 post-infeccién. Los elementos indicativos de dafio
que se encontraron fueron: congestién .y hemorragia, remocién de

periosteo, osteoblastos, atrofia de hueso y calcificacién. del
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tabique nasal. En éste grupo resultaron mis afectados los animales
del dia 4 y 8 post»inoculacién ya que se presenté necrosis del
tejido.

En el grupo IV aerosolizado con B, _bronchiseptica vy
posteriormente con P, multocida se encontraron lesiones més
severas indicativas de 1la enfermedad. Dichas lesiones se
observaron desde el dia 2 post-infeccién y se acentuaron al
transcurrir el tiempo, observidndose mayor dafio los dfas 8 y 16
post~inoculacién.

Un aspecto importante en éste grupc fue que se preseﬁtaron
lesiones permanenetes duranto todo el proceso experimental y los
elementos indicativos de la enfermedad fueron maAs severos,
encontrando lesiones, tales como: necrosis (en la mayoria de los
cornetes), inflamacién con la subsecuente infiltracién celular por
células mononucleadas y por polimorfonucleares, remocién de
periosteo, proliferacién de osteoblastos y marcada atrofja de
hueso.

Es importante sefialar, que en é&ste grupo el dia 4 post-
inoculacién de B, bronchiseptica (dia de inoéulacibn de P,
multogida) se observd ligera calcificaci®dn del tabigue, sin
embargo, el dia 8 post-inoculacién ya no se hizé evidente, debido
a la inoculacién de P, multocida.

También en &ste grupo se encontrd adem&s de la intensidad de
las lesiones un mayor nimero de animales resultaron afectados en

comparacién con los otros grupos. (Cuadro 10).
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CUADRO No. 18

RESULTADCS DAL ESTUBIO HISTOPATOLOCICH KEALIZAM A LOS CORETES BE
X 10S RATONES DK LOS DIFTRINTES GAUPGS DXPERIMENTALES,

QU0 Y [COMCESTION ¥
1] HEORMGIA

Lo | EOcin N ATIOTIA B |GACIFICHC. | ok
wrmisn | roiosm | SIS | Cine e vaom | clow

GRS 11 Bordetells bronchiseptica,

] ‘ - - - - -

2 L] N} LA Ny N 3]

4 + + + - e + ATICTADO,
] + - - + - -
1% - - +/- 4 /- -

PO [11 Pasteurella miltocida

¢ + - - - - -
2 + - - + - -
4 + - ¢ + + + RINSIS
8 LX] - + e + + NECNSIS
16 LK - + no + +
CUM IV Crepo Dperinental do Interaccion.
[ ] + + + - . - NI
2 + no no no + - NCNSIS
] [ no [X] ’ ‘ + L+ Y
1 + + + . N 4 no SIS
1% + + + - + - ATICHI0

WOTA: LAS ANOTACIGNES TNDICAK LOS SIGUIENTE!

KO O OBSERVABLE DERIDD A LA NECROSIS,

N.D O DETERNINADO POR EWCONTRARSE DANADO EL CORNETE,
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¥IGURAS DEL Dako PRODUCIDO EN LOS CORNETES A NIVEL HISTOPATOLOGICO.

PIGURA 9. Cornete Normal. Tejido cartilaginoso intacto. Grupo

Control Negativo.

PIGURA 10. Observacién de 1la congestisn, la hemorragia y 1la
infiltr>cién celvlar producida ecomo respuesta al GesafSo

bacteriano.
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FIGURA 11. Observaciéon m&s nitida y clara de la infiltracién

celular compuesta principalmente por polimorfonucleares y

linfocitos.

FIGURA 12. Remocién periostal, infiltracién celular y un

osteoclastoe claramente definido.
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FIGURA 13. Dafio al Cornete. Pérdida e irregularidad en los cilios

del epitelio. Readsorcién del hueso y remocién periostal.

FIGURA 14. Compleha atrofia y degeneracién del cornete. Presencia

de vacuolas y rompimiento de la estructura normal del hueso.
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DIBCUSIOM

La Rinitis Atré6fica ha sido objeto de diversos estudios, en
los que se ha encontrado que la condlci6n primaria es de caricter
infeccioso (Brown y cols., 1966); por lo que se han involucrado
varios agentes etiolSgicos. Sin embargo, solo se han considerado
de mayor importancia a Bordetella bronchiseptica dermonecrotéxica
Yy a Pasteurella multocida tipo D (DNT +), con las cuales se han
desarrollado un gran nGmero de experimentos tratando de preducir
la enfermedad. {Sawata y Kume, 1982, De Jong, 1980, Harris y
Switzer, 1968). En dichos estudios se han utilizado varios
animales tales como: conejos, cerdos, ratas y ratones.

En el presente trabajo, se estudio el papel de dichas
bacterias, con el fin de determinar una posible interaccién de las
mismas en el desarrollo de la Rinitis Atr6fica, empleando para
ello ratones de 21 dias, escogiendo éste modelo experimental por
la habilidad de manejo, la disponibilidad y por que al parecer
presenta cierta susceptibilidad hacia P, multocida, y a que ha
sido utilizado en otros estudios logrando reproducir la enfermedad
(Sawata y Kume, 1982; Magyar, 1985).

En éste trabajé se demostr$ también que nebulizacidén ha
mostrado ser un buen método para estudiar y reproducir
enfermedades asociadas al tracto respiratorio (Badiola y Pujols,
1984; Montaraz y cols., 1985), en &ste trabajo para 1la inoculacién
de las bacterias se utilizésuna camard de

aerosolizacién con la finalidad de desafiar a los ratones de 1la
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misma forma en que se produce la enfermedad en cerdos, es decir
por medio de aerosoles infectados, que es la forma natural en que
se transmite la enfermedad. (Martineau y cols., 1982; Harris y
Switzer, 1968).

Los resultados obtenidos en &ste estudio, con respecto a los
patrones de remoci6n-retencién de las bacterias 1indicaron: Que B,
bronchiseptica no se remueve del epitelio nasal, ya que la cuenta
bacteriana aumenta para el dia 2 post-inoculacién para
posteriormente disminuir y mantenerse en un nivel constante
durante la fase intermedia y final del experimento. Este aumento
sifnificativo nos indicé que la bacteria colonizé el epitelio,
logré multiplicarse y que incluso estuvo liberando su toxina. La
adherencia de B, __ bronchiseptica al epitelio se debié a 1la
presencla de adhesinas que hicieron posible su unién a receptores
celulares (Roop, 1987; Jacques, 1986; Ishikawa, 1989; Yokomizu y
shimizu, 1970).

Este comportamiento en su fase inicial fue muy similar al
encontrado por Mendoza Yy cols. (1985), ya que se observd la
multiplicacién bacteriana. Sin embargo en la fase final éstos
investigadoras observan un efecto de remocién, lo cual no se hizé
evidente en é&ste trabaj6é. Las cuentas bacterianas que en pulmén
fueron elevadas pudé deberse a que al instalarse la bacteria
produjé un factor téxico, que provocé que los mecanismos
1naspeci£icos de defensa pulmonar fueran insufientes, sin que se
produjera alguna alteracién aparente.

Los resultados histopatolégicos encontrados, se relacionan
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con la falta de remocién de B, bronchiseptica, ya que al colonizar
la mucosa y multiplicarse y teniendo el antecedente de su origen
dermonecrotdxico, es légico pensar que el cornete resultard
dafitado, é&sto se hizo evidente en los resultados, ya que B,
bronchiseptica dafio los cornetes de los ratones produciendo
lesiones de tipo transitorias, ya que &stas disminuyeron al
transcurrir el tiempo, lo cual concuerda con los resultados de
Pijoan, et al, (1988) quienes afirman que B. _bronchiseptica
produce lesiones leves y transitorias.

Las lesiones producidas por B. bronchiseptica fueron
principalmente: inflamacién, pérdida de cilios, osteoclastos,
atrofia de hueso, readsorcién del mismo y calcificacién del
tabique. Estos resultados fueron encontrados con anterioridad por
otros investigadores quienes afirman que la colonizacién e B,
bronchiseptica es seguida por 1la multiplicacién sobre 1la
superficie de la mucosa, en donde se produce una inflamacién del
epitelio nasal, cambios proliferativos y degenerativos e incluso
pérdida de cilios (Duncan y cols., 1966; Edington y cols., 1976).
Por otra parte éstas lesiones son atribufidas a 1la toxina gque
libera 1la bacteria, la cual es producida en mucosa y logra
extenderse al tejido 6sec provocando osteopatia, con la
subsecuente alteracién en la formacién normal del hueso (Harris y
cols., 1971; De Jong, 1980; Nakai y cols., 1985).

Con respecto al patrén de remocién-retencisn de P, multocida
éste fue muy diferente al de B, kronchiseptica, ya que hacia el

dfa 2 post-inoculacién se observé una disminucién significativa de
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la cuenta bacteriana, para posteriormente aumentar a su nivel
inicial y mantenerse constante hasta el final de 1la
experimentacién, lo cual nos indica que esta bacteria tampoco
logra removerse del epitelio nasal.

La disminucién en la cuenta bacterjana producida el dfa 2
post-inoculacién, conduciria a pensar que ésta bacteria presenta
mayor dificultad para adherirse al epitelio nasal y por
consiguiente para su nmultiplicacion en el mismo, ademis de
indicar que esta induce una respuesta inmune acelerada, provocando
la disminucién de la cuenta. Sin embargo, esta respuesta inmune
producida no seria muy efectiva, ya que el tipo capsular estaria
impidiendo la fagocitosis efectiva de 1la bacteria, originando la
persistencia posterior de la bacteria. Algunos investigadores han
rechazado la. idea de que P, pmultocida pueda adherirse al epitelio
por sf sola, asegurando que debe existir un factor predisponente
para que ocurre la colonizaci6n (Maniats y Johnson, 1980; Rutter,
1983; Rutter y Rojas, 1982; Pedersen y Barfod, 1981). Sin embargo
se ha observado en P. multocida la presencia de pilis los cuales
serlan responsables de la adherencia y colonizacidén de P.
multocida, aungque esta no dejaria de ser limitada debide al tipo
capsular (Gois, 1983; éijoan y Trigo, 1988).

Este comportamiento se encontré también en pulmén y aunque
este tipo capsular no es patégeno en pulmén (Pijoan, 1985; Ross,
1984}, se ha encontrado que después de 1la adherencia a mucosa
nasal y su multiplicacién ésta migra a tonsilas, logra llegar a

pulmén y regresar a cornete. Sin embargo, su persistencia
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indicaria que la bacteria podria 1liberar alguna sustancia capaz de
alterar los mecanismos de eliminacién de bacteria del pulmén, es
decir que estaria disminuyendo la velocidad de remocién.

Estos resultados de remocién concuerdan con el estudios
histopatolSgico, en donde se encuentra gque P, multogida produjd
lesiones caracteristicas de la Rinitis Atréfica, las cuales fueron
mis severas que las ocasionadas por B, bronchiseptica, ademds de
que las lesiones se produjeron paulatinamente siéndo mis severas
en la parte final del experimento. Esto fue encontrado también por
Pijoan et al, (1988), quien reporté6 que P. myltocida produce
lesiones progresivas y permanentes y fueron de mayor impacto
econémico.

Las lesiones producidas por P, _multocida fueron
principalmente congestién y hemorragia, diferenciacién de
osteoblastos, remocién de periceteoc y atrofia de cornetes, en
este grupo no se produjé pérdida de cilios ni el proceso
inflamatorio que se presentd en el grupo inoculado con B.
bronchiseptica, infiriendo que P, multocida produce como principal
mecanismo de 1lesién el dafio a los osteoblastos. Algunos
investigadores reportaron éste dafio a los osteoblastos, afirméndo
gque debido a la inoculacién con P, __myltocida se produce osteélisis
de osteoblastos, suprimiéndo 1a sintesis osteoide (osteogénesis)
y por consiguiente 1la disminucién de 1a mineralizacién
(calcificacién) (Pedersen y Elling, 1984; De Jong y colg., 1980).

En éste grupo se observé la diferenciacién y degeneracidn de

osteoblastos, ya que se hiz6é evidente la vacuolizacién de los
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mismos, estos datos concuerdan con los reportados por Dominick
(1988), quien encontrd que los osteoclastos presentes a lo largo
de la superficie de resorcién 6sea mostraron mayor cantidad de
vacuolas y un borde de microvellosidades mids prominentes con mayor
namero de nlcleos por célula.

Al igual que con B, bronchiseptica éstas lesiones han sido
atribuidas a la toxina que P, multecida produce al colonizar la
mucosa, afirm&ndo gue la toxina es el factor que estimula 1la
reabsorcién del hueso y la necrosis y degeneracién de osteoclastos
(Pedersen y Elling, 1984; De Jong, 1980).

con respecto a la asociacién bacteriana, en el grupo
inoculado con B, bronchiseptica y P, multocida se encontré
un efecto de interaccién a nivel de cuenta bacteriana de cornete,
ya gue el dia 2 post-inoculacién de P. multocida se observé un
aumento significativo de las UFC de &sta bacteria, 1lo cual nos
indica que B, bronchiseptica ayuda en la colonizacién y adherencia
de P, multocida, confirmando la aseveracién de que P. multocida
requiere de un factor que estimule que su adherencia y
colonizacién en epitelio nasal sea m&s rapido (Miniats y Johnson
1980; Rutter, 1983).

Los reéultadou del estudio hiatopatolégico de éste grupo
indicaron un grado de atrofia mayor, lesiones mis severas y mayor

nimero de animales afectados desde el inicic hasta el final de 'la

experimentacién. Las lesiones que se encontraron fueron:
congestién y hemorragia, inflamacién, infiltracién celular,
osteoblastos diferenciados, remocién de periosteo, atrofia de
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cornetes nasales, necrosis total del cornete. Estos resultados
indican que la asociacién bacteriana intensifica y prolonga el
dafio (Miniats y Johnson, 1980).

En general los rasultados obtenidos indican que las bacterias
por si mismas son capaces da causar la atrofia de los cornetes
nasales, aunque en diferente grado, pero gque la asociacién
bacteriana va a ocasionar la degeneracién total del cornete, la
disminucién de la osteogénesis y su reemplazo por teji&o fibroso,
ocasionando la deformacién caracteristica .de la rinitis atréfica.
Por otra parte, nos permitié determinar que el ratén puede ser un
modelo experimental adecuado para desarrollar la enfermedad, tal
como lo encontraron Sawata y Kume (1982), Magyar (1985) a
diferencia que ellos trabajaron con ratones de 2 a 5 dias de edad,
por lo que el factor edad fuede ser muy importante en las
lesiones que se producen y en la severidad de las mismas.

Por Gltimo, es importante mencionar que es conveniente
continuar con el estudio que permita encontrar un mecanismo por el
cual se logre proporcionar inmunidad sobre &sta enfermedad a los
cerdos principalmente de edad corta, sugiriéndo que se realicen
estudios evaluando diferentes in6culos a diferentes edades de los

ratones.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

CONCLUSIONES

A las conclusiones que se llegaron es &ste trabajo son:

Es posible reproducir la enfermedad (Rinitis Atréfica), en
ratones de 21 dias.

La nebulizacién es un método efectivo de inoculacién.

Los patrones de remocién de B, bronchiseptica y de P,
multocida fueron diferentes entre si en la fase inicial, para
posteriormente mantenerse en un cbmportamiento similar, dichos
patrones mostraron principalment.e un efecto de retencidn.
La retencién observada, hizé 'posible que el daflo producido
fuera mayor, lo cual se hiz6 evidente en los resultados de
histopatologia, en donde se ébservan claramente lesiones
caracteristicas de atrofia del cornete nasal.

Con las bacterias utilizadas (B.___bronchiseptica y
PE.multocida) fue posible desarrollar la enfermedad, lo gue
condujo a reiterar que &stos agentes fueran reaponsables del
cuadro de Rinitis Atréfica.

Es necesario continuar el estudio para poder llegar a un

modelo adecuado que permita evaluar posibles inmunégenos que
protegan de la enfermedad.
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