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RESUMEN 

El presente trabajo analiza la interacción de n. hronchiseptica 

y P. multocida en el desarrollo de la Rinitis Atrófica, emplean 

do un modelo de rñtón de 21 dias, desafiados con las bacterias 

mediante la técnica de acrosolización. 

se utilizaron cuatro grupos de 20 ratones cada uno, los cuales 

se clasificaron como: I. 'l'estigo, II. Acrosolizado con JL.. 
bronchis.fil>!..l9ft, III. Aerosolizado con P. multocida y IV. 

aerosolizado con B. bronchiseptica y cuatro días después con -

P. multocida. De cada grupo experimental se sacrificaron 4 rª 
tones los días o, 2, 4, R y 16 post-inoculación, para determi

nar el desarrollo de la enfermedad mcdiantn los parámetros re

moción-retención de bacterias y lesión histopatológica. Estos 

parámetros fueron evaluados en cornete, mientras que el pulmón 

solo se determinó la remoción bacteriana. 

En el grupo I, no se aislaron las bacterias en estudio ni se -

encontró lesión microscópica alguna. 

En el grupo Il, se encontró un aumento en las UFC de !L._ -

bronchiseptica, indicando que esta bacteria coloniza el cpitª 

lio y no logra removerse de esa zona. Histopatológicamente se 

observó daño en los cornetes nasales, produciendo lesiones de 

tipo transitorio. 

En el grupo III, se observó colonización y multipliación de -

P. multocidq en cornete nasal, lo cual hizo posible que no se 

removiera y que causara daño, esta colonización fue menor que 

en el caso de B. bronchiseptica, ya que las cuentas bacteria

nas son más bajas, sin embargo a nivel histopatológico ~ - -

rnultocic!ft produjo lesiones más severas y de tipo progresivo. 



En el grupo IV, aerosolizado con ambas bacterias se encontró 

un efecto de interacción, tanto a nivel de cuenta bacteriana 

como en el daño producido, ya que el dia dos post-inculación 

de P. multocida se observó un aumento significativo de las -

UFC de P. multocida, debido a la administración previa de !L. 
bronchiseptica. A nivel microsc6pico se observaron lesiones 

desde el inicio del desafio hasta el dia 16 post-inoculación. 

Estas lesiones fueron más severas y de tipo permanente. 





• Dl'rllODUCCJ:Oll 

1. Rl:NITIB ATROPJ:CA 

1. 1 Derinioi6n 

La Rinitis Atr6fica (RA) porcina, es una enfermedad 

infecciosa del cerdo, caracterizada por severa necrosis del 

epitelio del tracto respiratorio alto y por deformación y 

reducción en el tamaf\o de los cornetes nasales. Fué reconocida por 

primera vez en Alemania desde hace más de 150 anos (Franque, 1830) 

y desde entonces ha sido objeto de discusión, debido a ia 
importancia que tiene a nivel porc1cola y al impacto econ6mico que 

representa. 

1.2 Di•tribuci6n • Xmportancia. 

La Rinitis Atr6fica es una enfermedad de distribución 

mundial (Pedersen y Ellinq, 1984), ya que est& ampliamente 

distribuida en la población porc1cola. Ha sido reportada en 

Estados Unidos de Norteamérica (Doyle y cols., 1944) y en 

Inglaterra (Anon, 1954) siendo subsecuentemente reconocida en 

otras áreas del mundo que cuentan con una producci6n importante de 

cerdos. 

En México, hace aproximadamente 20 anos, la RA era 

considerada como una enfermedad ex6tica o diferente a las ya 

conocidas en nuestro pa1s. Sin embargo, la presencia de poblaci6n 

animal susceptible y el tráfico internacional de poblaci6n animal 

infectada constituye el principal mecanismo de transmisi6n. Al 



respecto se han hecho algunas consideraciones sobre la importación 

de animales para pte de cr1a, como la causa de la introducción de 

la enfermedad a México (Maqueda, 1973). 

Ocafta en 1971, hab1a 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 más leves hasta casos graves de desviación total. Korenfeld 

(1978), reportó un total de 25.4Jl de animales afectados en un 

estudio a nivel de rastro, en el que se observaron 5,000 cerdos 

provenientes de varios estados de la RepGblica. Hoy en d1a la RA 

es un padecimiento con el cual muchas 

obligadas a convivir. 

1.3 Xnfluenoia aabiental 

granjas se han visto 

Existen diversos factores ambientales que se han relacionado 

con la enfermedad, entre 6stos se menciona que la mayor frecuencia 

de la enfermedad se da en primavera e invierno. La mala 

ventilación e irritación de la mucosa por materia part1culada 

suspendida en el aire son de los factores más significativos que 

predisponen para el desarrollo de la enfermedad (Martineau, 1982). 

Estos factores unidos al mal manejo y al hacinamiento de los 

. cerdos, as1 como un medio ambiente desfavorable conducen a un 

severo retraso de crecimiento (Wilson, 1981), lo cual se presenta 

en sistemas intensivos de producción, cuando los cerdos estan 

confinados en lugares pequenos. 



Smith y cola., (1982) identificaron algunos factores 

ambientales que tienden a predisponer la severidad de la RA: 

Znorem.ento 

Piaras pequef'ías y cerradas 

Expansi6n de la piara 

Alta proporción de lechones 

Destete en grupos 

Frecuencia de movimiento y 

mezclados 

Sistemas intensivos internos 

Hacinamiento 

Ventilación pobre y no 

control de temperatura. 

Higiene pobre y mala 

desinfección. 

Decraaanto 

Piaras grandes y abiertas 

Tamaf'ío estático de las piaras 

Principalmente cerdos viejos 

Destete en camada 

Poco movimiento 

mezclados 

sistemas abiertos 

Baja carga animal por m1 

y no 

Buena ventilaci6n y control 

de temperatura. 

Buena desinfección e higiene. 

1.4 Agentes Btiol6qiooa Involucrados 

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

etiología, ya que surgieron tres teorías sobre la ocurrencia de la 

enfermedad, éstas teorías son: 

a) La enfermedad es debida a una deficiencia nutricional 

(deficiencia de calcio, fósforo, vitamina A, de proteínas, etc.) 

b) Es debida a un factor qenético. 

c) Producida por agentes infecciosos. 

Las dos primeras teorías han sido descartadas por la mayoría 

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



sin embargo, la ültima ha sido mAs aceptada por los investigadores 

(Brown y cola., 1966 citado por Iglesias y Pijoan, 1982). 

Se han realizado muchas investigaciones dirigidas a la 

definición precisa del o de los agentes microbiológicos 

responsables de la enfermedad. Se ha senalado la posible 

asociación 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 Pasteurella multocidª y DQ..rdetella bronchiseptica, con las 

que se ha podido desarrollar la atrofia experimental de los 

cornetes nasales de cerdo y ratón, cuando han sido inoculados 

cultivos puros por v!a intranasal (Sawata y Kume, 1982; Montaraz, 

1986). Se ha observado en cerdos lactantes que la presencia de la 

RA puede resultar de una infección mixta de cepas toxigánicas de 

B. bronchiseotica y P. myltocida (Whittlestone, 1982). Se ha 

discutido mucho el que B. bronchiseptlca sea el agente etiológico 

primario en la atrofia de los cornetes de los cerdos en el campo 

(Switzer y Farrington, 1972). La invasión secundaria por otros 

microorganismos como P. multocida, se lleva a cabo después de una 

infección por B. bronchiseptica (Martineau, 1982; Runnels, 1982), 

siendo muy importante para el desarrollo e intensif icaci6n de la 

rinitis atrófica, (Gois, 1983; Harris y switzer, 1968; Nielsen, 

1976; Schoss, 1984), 



i.s Modo de znrecci6n 

La RA es trans1ni tida primariamente a través del contacto de 

cerdo a cerdo, y la transmisión en la manada es usualmente a través 

de la madre portadora hacia su progenie y de lechón infectado a 

otros lechones. El esparcimiento de la infecci6n 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 

transmisión 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 atr6r-ica (Harris y switzer, 1968; Martineau, 

1982). 

1.6 Patogenia da la Rinitis Atr6fica 

Los agentes infecciosos primarios y secundarios colonizan la 

superficie del epitelio de la cavidad nasal, faringe y tráquea, 

pero no invaden el tejido subyacente. con la utilizaci6n de la 

tinci6n de anticuerpos fluorescentes se ha encontrado a lb.. 

bronchiseptica sobre el epitelio de cornetes nasales y tráquea de 

cerdos (Duncan y cols., 1966). Al respecto, realizando estudios 

"in vitro" sobre la adherencia de ésta bacteria se encontr6 que se 

adhiere al epitelio y produce modificaciones en los cilios o 

pérdida de los mismos en la mucosa nasal (Nakai y cola., 1988). 

Una evaluaci6n de los osteoblastos y osteocitos del hueso de 

cerdos infectados con B, bronchiseptica, mostró lisis celular 

s 



(Fetter y cols., 1975}. 

Recientemente se ha encontrado en P. multocida tipo "D" y L 

bronchiseptica la producción de dermonecr.otoxinas capaces de 

producir lesiones severas en los cornetes nasales (De Jong, 1980; 

Schoss y Thiel, 1984; Nakai y cola., 1985). 

producidas por B. bronchiseptica penetran al 

Las endotoxinas 

tejido de los 

cornetes nasales, causando cambios degenerativos, f i~rdp!asia e 

hipoplasia de las mismas {Martineau y cola., 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 fueron inoculados los cerdos con cultivos puros 

de P. multocida tipo "011 la bacteria se adhirió al epitelio nasal, 

debido a la infección previa de B. bronchiseptica, las lesiones 

producidas fueron muy severas en los cornetes con desviación del 

morro (Miniatis y Johnson, 1980; Rutter y Rojas, 1912; Pederaen 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 la 

producción porcicola. Estas lesiones tambit!n se han observado 

cuando las dos bacterias han sido inoculadas intranasalmente a 

cerdos jóvenes. 

Los autores que han trabajado la hipótesis sobre la atrofia 

progresiva, sugieren que el dafto de la mucosa nasal en cerdos 

jóvenes es provocada por B. bronchiseptica, en adici6n a los 

6 



irritantes que se encuentran en el medio 

infecciones (Gois y cols., 1983). 

ambiente u otras 

Por otra parte, la inoculación intranasal de la toxina de .E..r... 

multocida en cerdos gnotobi6ticos, ha provocado la atrofia marcada 

de los cornetes (Martineau, 1982). 

En general, la edad de los cerdos y el nümero de organismos 

patógenos establecidos en el epitelio nasal influye en el grado de 

atrofia de los cornetes y en la distorci6n :facial (Harria y 

switzer, 1969; Niolsen y cola., 1976; Switzer y Farrington 1975). 

Los cerdos susceptibles al desarrollo de la enfermedad tienen 

alrededor de 10 semanas de edad y desarrollan signos más severos 

y más lesiones que los que se infectan y que tienen mayor edad. 

Los cerdos viejos susceptibles pueden desarrollar signos y 

lesiones de una infección inicial pero éstos de más baja 

intensidad. 

1.7 Signo• Cliniooa 

Clínicamente la RA es caracterizada por: 

a) Estornudos crónicos y catarro con descarga mucopurulenta y 

ocasional epixtasis, que generalmente se presenta en lechones y es 

indicativo de Rinitis Catarral Aguda• 

b) Marcada deformación del hueso de la cara con mal 

funcionamiento fisiol6gico. 

e) Disminuci6n y retardo dci crecimiento·, l.o que conduce a 

reducción del rendimiento alimenticio. 

7 



d) En brotes moderados a severos, la distorci6n facial 

incluye braquignatia superior "mandlbula corta• y desviaci6n 

lateral del •orro. 

e) En los casos más severos se observa conjuntivitis y 

deformación del hocico. 

f) Desviación del septo nasal. 

g) ParcJ.al o completa pérdida de los cornetes. 

i) Incremento del espacio entre el hueso nasal y los 

cornetes. 

j) Se puede observar ede•a de la meabrana •ucosa y el 

cornete ventral del cornete ventral, se torna fibroso y flexible 

y éste es frecuentemente más afectado que el cornete dorsal. En 

casos avanzados, el cornete ventral puede ser 

atrofiada (Runnels, 1982; Schoss, 1984). 

1.a L••io••• Mioro•o6pioa• 

co11pletaioente 

Entre las lesiones que se producen a nivel •icrosc6pico se 

encuentran principalmente disturbios en la oeteog~nesis con 

metaplasia e hiperplasia del epitelio de la aem>rana •ucoaa. Se 

observa cierto grado de inflamación ·•ezclado con un proceso de 

degeneración y un proceso reparativo. Debido al proceso 

inflamatorio, se encuentra infil~raci6n celular y hay presencia de 

osteoclastos por la osteogénesis deficiente (Harria y svitzer, 

1968). 

8 



2. CARACTElllSTXCAS GBllBRALBS DB Bor4etella broncbiseptica 

2 .1 11orroJ.ogia 

Bordetella bronchiseptica es un cocobacilo, Gram negativo, no 

produce esporas, pleoa6rfico, en crecimiento sobre medio sólido, 

se presenta principalmente en forma cocoide, de un tamaf'io de 3.0 

por o.s ua a 0 .. 4 x 0 .. 72 um a o.s x 0.4 um; algunas formas 

fila.entosae tienen en promedio un ta.mano de 0.4 x e.o um (Richter 

y Kress, 1967), presenta aotilidad positiva por flagelos 

perltricos (Goodnow, 1980). 

Algunas de sus caracterlsticas bioquímicas son: O/F 

Fermentativo, Catalasa - Positiva, Oxidasa - Positiva, Indol 

Negativo, ~ - Negativo, Ureasa - Positivo, citrato - Positivo, 

creciaiento en Me Conkey -·Positivo (Cowan, 1974). 

2.2 caraoterlatioaa de cultivo 

La identificaci6n de B. bronchiseptica de aislamiento 

priaario, se ha reportado como más dificil, que las cepas 

aantenidas en el laboratorio. Cuando estas bacterias crecen sobre 

agar sangre las colonias suelen ser hemol1ticas desarrollando un 

proaedio de diámetro de 0.2 mm en 2 d1as aproximadamente. Sin 

eabarqÓ Siapson y Simmons (1977), reportan un aislamiento de 

cultivos priaarios en muestras nasofaringeas, las cuales no 

presentaron he•61isis, ni ten1an el aspecto caracterlstico, pero 

que correspondian a B. bronchiseptica. 

Las colonias de B. bronchiseptica son caract~r1sticas y de 

aspecto rugoso o lisas. A las c.olonias lisas se les ha desi9nado 



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 pat6genas para el 

ratón, como de fase IV a las colonias rugosas que no son 

virulentas para el ratón. La fase I es extremadamente inestable y 

se transforma rápidamente a fase II, III y IV. La fase III se ha 

encontrado asociada con ant1genos capsulares o ant1genos somá.ticos 

o bien con ambos. La fase IV o colonias rugosas, han sido 

consideradas como de fase III celular y a las que les faltan 

6nicamente loe ant1genos flagelares. 

2. 3 Antiqanoe 

Los miembros del género Bordetella poseen caracter1sticas 

antigénicas similares, cada especie posee un ant1geno 11 0 11 som.§tico 

termoestable, una dermonecrotoxina termolábil y un aglutln6geno 

termolábil comG.n, (Ferry, 1918; Eldering, 1942). sin embargo, 

cada especie tiene un aglutin6geno especie especifico y otros 10 

aglutin6genos astan presentes en las tres especies (Pittman, 

1974). Las diferencias de estructura morfológica y antigénica se 

deben a la fase colonial y fueron medidos con sueron 

monoespecificos; los resultados indicaron que B. bronchiseptica, 

puede ser dividido en tres fases lisas y una fase rugosa • 
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2.4 Enaimas y Toxinas 

Todas las especies de Bordetella sintetizan por lo menos una 

toxina, la cual es similar química y biol6qicamente al 

lipopolisacárido de otroa Gram negativos (Evans y Kaitland, 1939). 

Además de una toxina termolábil, preparada a partir de extractos 

libres de B. bronchiseptica y B. pertusis que ha resultado ser 

tóxica en cuyes y en rat6n, produciendo lesiones 

dermonecrot6x.icas, cuando la toxina es inoculada intradérmicamente 

a estos animales. 

cuando la toxina fue inoculada intravenosamente en conejos, 

inicialmente se indujo una hiperqlicemia, con posterior 

hipoglucemia y acabando finalmente en la muerte. El factor 

inductivo a hipoglucemia fue reducido o eliminado, cuando se 

calent6 la toxina a 55 e JO mina. (Oddy y Evans, 1940). La toxina 

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

potencia después de la filtración a través de un filtro-Seitz-E-R. 

En contraste, Evans (1940) encontró que B, broncbiseptica 

formalinizada fue antigénica y una antitoxina as1 preparada 

bloque6 la toxina de B. brongbiseptica. además de neutralizar a 

las toxinas de todas las especies de Dordetella. se ha descubierto 

una gran actividad de adenilatociclasa en cultivos en fase r en 

las tres especies de Bordetella, que liberan esta enzima al 

fluido, excepto B. pertusis, que produjo más actividad 

intracelular • Cultivos en la fase III de estas especies no tienen 

actividad enzimática extrac~lular (Endoh y cols., 1980). 
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2.s Partiaipaai6n de Bordotella bronobiseptioa en la Rinitis 

Atr6fiaa 

La bordetellosis y la RA han sido estrictamente ligadas en 

muchísimas ocasiones como virtuales sinónimos (Ogata y cols., 

1970; switzer y Farrington, 1975; Switzer, 1981). Una parte 

sustancial de esta opinión se sostiene en el oeste de Europa y de 

una manera extensa y precisa se ha involucrado, este 

microorganismo en la RA (Done, 1975; Giles, 1980; 

Barfod, 1981; Rutter, 1981; Whitlestone, 1982). 

Pedersen y 

Aunque esta 

opinión es variada en cuanto a la naturaleza exacta de esta 

relación o asociación. 

Este microorganismo esta asociado con infecciones 

respiratorias en animales, particularmente RA de cerdos en donde 

la prevalencia de B. bronghiseptica es muy alta en la poblaci6n de 

cerdos de los paises con alta productividad. Estudios de cultivos 

de muestras nasales de cerdos jóvenes en Estados Unidos 

demostraron su presencia en el 25 al 54\ de los animales (Rosa y 

Harris~ 1969) y en cerca del 11\ de los cerdos adultos (Farrington 

y Switzer, 1977 y Jenkins y cole., 1977) • En el este de 

Inglaterra, en los cerdos de engorda, se estimó que el 40\ de los 

mismos cerdos alberga el microorganismos (Anon, 1954). 

En México, en un estudio realizado en el periodo comprendido 

entre Octubre de 1974 a enero de 1977, en 15 granjas localizadas en 

seis estados diferentes se encontró que del total de animales 

muestreados el 10. 7\ result6 positivo a B. bronchiseptica (Valdéz, 

1978). De igual manera, un estudio realizado en 30 granjas del 
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estado de Jalisco, se encontró que el 22\ de los reproductores 

nacionales presentaban B, bronchiseptico en fosas nasales 

(Anguiano, 1973). 

La transmisión de B. bronchiseptica de cerdo a cerdo es por 

aerosoles, La alta prevalencia de la infección en cerdos en 

desarrollo, sugiere que la transmisión puede ocurrir en cualquier 

edad, pero es más probable en cerdos jóvenes susceptibles, en los 

cuales se produce una activa rinitis, con estornudos, por lo que 

la enfermedad puede distribuirse rápidamente (Smith y cols., 

1982). Los factores que predisponen a la infección pueden ser 

diversos pero el más importante parece ser la edad; la habilidad 

del cerdo lactante a resistir la infección, dépehde no Qnicamente 

del desafio, sino también del grado de protección pasiva 

proporcionado por las cerdas que se encuentran infectadas en piara 

(Giles, 1982). 

La patogénesis de B. bronchiseptica en la cavidad nasal ·ha 

sido estudiada en detalle, particularmente en cuanto a la 

naturaleza y el efecto de los factores tóxicos del organismo y el 

dari.o osteoblástico 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 coloni~aci6n de B. bronchiseptica en la 

cavidad nasal ocurre por adherencia del microorganismo, el cual se 

une preferentemente a las c6lulas del epitelio ciliar (Yokomizu y 

Shimizu, 1979). Esto es seguido por la multiplicaci6n de la 

bacteria sobre la superficie de la mucosa y producción 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). El organismo no ea considerado un invasor de 

tejidos profundos, esto supone que en la mucosa elabora un factor 

agresivo o una toxina que se extiende al tejido óseo de los 

cornetes y es responsable de la osteopat!a (Harris y cola., 1971). 

Los extractos libres de células en fase I de esta bacteria, 

contienen una t6xina termolábil, dermonecr6tica, que es 

probablemente un factor importante en la patogénesis. Cuando este 

extracto fue inoculado intranasalmente en cerdos, desarrollaron 

lesiones nasales similares a la RJ\ (Hanada y cola., 1979; Nakase 

y cola., 1980). Existen algunas variaciones en la toxigenicidad de 

las diferentes fases de B. bronchisEj!ptica aisladas de cerdos; 

cepas en fase I son más toxigénicas que las de fase III (Rutter y 

Collins, 1983), pero aparentemente no existe diferencias entre las 

cepas de las piaras con y sin RA (Rutter y Rojas, 1982). 

Por largo tiempo se ha considerado que una osteogénesis 

deficiente, en lugar de una oste6lisis marcada, es el mecanismo 

fundamentalmente básico en el desarrollo de la hipoplasia de los 

cornetes en cerdos jóvenes. 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 hipoplástica 

inducida por B. bronchiseptica (Fetter y cols., 1975; Silveira y 

cola., 1971). Se presume que el factor tóxico o tóxicos liberados 

por el microorganismo pueden inducir estos cambios en los 
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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 infección experimental con la bacteria. Esta actividad 

enzimática se incrementa 2 semanas después de la infección, sin 

embargo, la acción del factor tóxico sobre los osteoblastos es de 

duración más limitada que la persistencia de la infección 

(Silveira y cols., 1971). 

En 1975 se demostró que la rinitis atrófica puede ser inducida 

en el laboratorio por medio de cultivos puros de la bacteria 

aplicada a los cornetes nasales, el papel primario de la JL.. 

bronchiseptica en cerdos no fue sin embargo completamente aclarado 

(Switzer, 1975). Durante el siguiente afio switzer fué apoyado por 

otros investigadores alrededor del mundo. Las lesiones 

dermonecróticas producidas por la DNT, asl como las reacciones 

adversas sistemáticas, han sido observadas en animales de 

laboratorio, después de inyectar la toxina. 

Las observaciones realizadas sin emba~go solo permiten 

especular que la toxina esta involucrada en los mecanismos 

patogénicos involucrados en la atrofia inducida por IL.. 

bronchiseptica en los tejidos de los cornetes nasales de los 

cerdos (Skelly y cole., 1980). 

Recientemente, un investigador realizó estudios "in vivo", 

usando un extracto sonicado libre de ·células de B. bronchiseptica. 

este fue inoculado intranasalmente en cerdos j6venes que se 

observaron durante 60 d1as, y se encontró una variaci6n en la 

fragilidad de los cornetes nasales de los animales tratados. El 
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extracto t'ué f'raccionado, en un componente endotóxico y uno 

dermonecrot6xico termolábil. Al inocular la parte endot6xica a 

ratones jóvenes, no desarrollaron lesiones de atrofia en los 

cornetes nasales, mientras que si se desarrolló una severa atrofia 

de cornetes nasales con la toxina dermonecrot6xica (Nakase y 

cole., 1985). Harria y cols., (1971) proponen que Jl,. 

bronchiseptica libera un factor tóxico, que altera la formación 

normal del hueso del cornete nasal, el dano ser!a producido por la 

ONT termolábi 1 en lugar de la endotoxina, ademas de otros 

factores tóxicos que son producidos por la B. bronchiseptica .. 

Otros autores, infectando a ratones lactantes de 2 a 5 d!aa 

de edad por vla intranasal con un cultivo de B. bronchiseptica 

obtuvieron lesiones histopatol6gicas semejantes a las ocasionadas 

por la rinitis atrófica (Sawata y Kume, 1982; Magyar y cols., 

1985). Por otro lado también se detectó una disminución en el peso 

de los bazos de los ratones infectados y por Ultimo, ratones 

lactantes que fueron inoculados con B. broncbiseptica por v!a 

intracerebral o intravenosa murieron (El!as, 1982). 

2.6 B•tudio• de Xllllunidad en Bordetella bronohiseptioa 

Las bacterinas que se han utilizado de B. bronchiseptica, 

para prevenir la distorsión facial y la atrofia de los cornetes 

nasales, solo han moStrado que disminuyen la infecci6n en la 

membrana nasal (Hanada y cols., 1979). aarris y Switzer (1969), no 

pudieron inducir resistencia nasal, contra una infección con JL.. 

bronchiseptiqa en cerdos vacunados por v!a intramuscular, con una 

16 



bacterina a base de células completas y sin adyuvante. En estudios 

posteriores Harris y Switzer (1972) demostraron que reduce la 

inf ecci6n nasal en cerdos vacunados subcutáneamente con otra 

bacterina a base de c6lulas sonicadas. 

La prevención de la. infección de la mucosa del tracto 

respiratorio por la ~ (pulmón, tráquea, o cornetes 

nasales), parece depender de la inhibición de la adhesión. y 

colonización por la bacteria. se cuenta con pocos reportes de una 

infecci6n septicémica, la inhibición de estas infecciones parece 

ser dependiente de una actividad localizada de aglutininas, 

antitoxinas humorales o factores inmunes celulares. Los preparados 

de antlgenos de B. bronchis0ptica han sido administrados en una 

variedad de formas, con y sin adyuvante y por diferentes vías de 

administración. Se han realizado estudios de inmunidad con el uso 

de antígeno de B. pertusis (Harria y switzer, 1972). Se han usado 

vacunas de B. bronchiseptica viva avirulenta o de subunidades, 

para inmunizar cerdos, cuyes y perros (Pedersen y Barfod, 1977; 

Goodnow y cola., 1979; Giles y cola., 1981). 

Las células de B. bronchiseprica completas inactivadas, con 

adyuvante completo de Freund o hidr6xido de aluminio, han sido 

utilizadas exitosamente para inmunizar cuyes contra la muerte, 

pero no de la bronconeumon!a, re~ultante de una infecci6n natural 

o inducida en el laboratorio (Little, 19?5; Fitzi, 1~75; Giles y 

Smith, 1982). 

Con el uso de un anticuerpo mon.oclonal se ha identificado un 

antígeno (una proteína de membrana de 68 kd) presente en JL. 
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bronchiseptica y también en B. pertusis y a, parapertussís. Este 

anticuerpo protege a ratones de la infección por aerosol con ~ 

bronchieeptica con mortalidad reducida y lesiones leves en 

cornetes. El ant!geno de membrana de ~hiseptica se purificó 

por cromatograf!a de afinidad y se evaluó al inmunizar ratones que 

fueron desafiados, intraperitonealmente y por aerosoles con lL... 

bronchiseptico. 

La inmunización con el ant!geno de 68 kd en adyuvante 

incompleto de Fraund, redujo significativamente los niveles de 

mortalidad en los ratones desafiados intraperitonealmente. En el 

modelo de infecic6n por aerosoles, la inyección de anttgeno 68 kd 

con adyuvante completo e incompleto de Freund o con saponina 

redujo las cuentas bacterianas en el pulmón de los ratones 

desafiados infectados. Estos resultados sugieren que la prote!na 

68 kd puede corresponder a un anttgeno de protecci6n para lL.. 

bronchiseptlc1 (Montaraz y cola., 1985). 
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3. CJ\RACTERISTICAS GENERALES DE Pastaurella JIUltooida 

3.1 Kortoloql.a 

cuando P. tnultocida se aisla de loa animales que murieron por 

la infección, se observa como un cocobacilo pequef\o, 

aproximadamente l.o um de longitud y 0.5 a o.e um de ancho. Son 

bacterias gram negativas e inmóviles; sin embargo, la morfolog1a 

de estos microorganismoey es variable ya que si son aislados del 

tracto respiratorio superior de animales 

observan como bacilos relativamente 

aproximadamente 5 um de longitud y 1. O um 

Fraser, 1977; Nicolet, 1985). 

cl1nicamente sanos se 

largos, que miden 

de ancho (Buxton y 

Las caracter1sticas bioqu1micas que presenta son: O/F -

Fermentativo, Catalasa - Positiva, Oxidasa - Positiva, Indol 

Positiva, HJS - Negativo, Ureasa - Negativo y Citrato - Negativo 

(Cowan, 1974). 

3.2 Ant1qenos 

Las caracter1sticas antigénicas de P, multocida han sido 

determinadas por estudios inmunol6gicos empleando pruebas de 

hemoaglutinaci6n indirecta, de autoaglutinaci6n en presencia de 

acriflavina y de inhibici6n de la formaci6n capsular por 

hialuronidasa. Mediante estas pruebas se han encontrado 

cuatro 

tipos de 

diferencias entre tipos de esta especie, caracterizando 

tipos en base a pruebas de protecci6n en rat6n, los 

Roberts: I, II, II.I y IV, que corresponden a los ant1genos 

(Roberts, capsulares de Carter como B, A, E y O respectivamente 

19 



1947; Carter, 1955; Carter, 1957; Carter y Subronto, 1973; Carter 

y Rundell, 1975). 

Se han estudiado doce tipos de ant1genos somáticos 

denominados del 1 al 12 (Namioka y Mur~ta, 1961). Mediante pruebas 

de inmunodifusi6n y extractos salinos de células capsuladas y no 

capsuladas formalinizadas y calentadas a lOOºC durante una hora. 

Mientras que de origen aviario han sido determinados dies y seis 

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

3.3 Toxinas 

En Europa, se ha demostrado que las pasteurellas aisladas de 

casos de rinitis atrófica pertenecen al serotipo 11 0 11 , y se 

caracterizan por producir toxinas que se identifican por medio de 

pruebas biol6gicas, como la producción de una lesión 

dermonecr6tica (DNT) (de Jong y cola., 1980); inoculaci6n 

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 sonicación de f..i.. 

multocida tipo "D" (cepas SP-72 y 4745a) y de llt_._Rronchiseptica 

(cepa L3), las propiedades fisicoqu1micas de la toxina de f..&.. 

multocida fueron: PM de 160,000 d, punto isoeléctrico de 4.7 a 4.8 

y reacción de absorción a 280/269 nm de 1.89 en relación a 1L.. 

bronchiseptica de 190,000 d, de 6.5 a 6.6 y de 1.93 

respectivamente. Esto sugiere que se trata de glicoprote1nas que 

tienen propiedades biológicas y actividades t6xicas similares, 
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pero difieren en pruebas de neutralizaci6n cruzada. En trabajos 

similares realizados por Niele y cols., (1986) se encontr6 que la 

DNT+ de P. multocida ~ipo 11 0 11 (cepa 45/78) obtenida de 

sobrenadantes, tuvo un PM de 143,000 d Y concluyeron que resultó 

similar en cuanto a actividad biológica, pero diferente en 

propiedades químicas, probablemente debido a las diferentes cepas 

de P. multocida estudiadas y a que la sonicaci6n de un cultivo en 

fase exponencial pudiera llevar a la liberaci6n 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 C6lera Aviario (Rebers y Heddleston, 1974). 

3.4 Kate~ial Extracirosomal. 

En ·México, Mendoza {1985) aisló una exotoxina en lo~ 

sobrenadantes de cultivo de 18 horas; los hallazqos hicieron 

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

reacción dermonecrot6xica en la piel de cuye (DNT positiva) . ~sta 

actividad se perdió con el tratamiento con tripsina, pepsina y 

elevación de temperatura, coincidiendo con los resultados de 

Rutter (1983) y van der Heyden y cols., (1984). Ademas en este 

trabajo la cepa control de P. multocida tipo "D" mostró tener un 

plásmido de un tamano de alrededor de s.2 kb en geles de a9arosa, 

esta banda parece ser re.sponsable de la ·presencia (DNT) en el 

plásmido que dió una reacción dermonecrot6xica en la piel de cuye 

en comparación con la cepa "curada" (tratada con 400 ug de 
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naranja de acridina), la cual no mostró la presencia de plásmido 

ni la reacción en la piel de cuye. Además con la pérdida del 

material extracromosomal, se perdió la resistencia a varios 

antibióticos, lo que sugiere que estos factores estan en el mismo 

plásmido. En un estudio de Estados Unidos, en donde se aislaron 58 

cepas de P. multocida serotipo J de pavos, encontraron la 

presencia de plásmido R, en donde en 7 de estas cepas, se encontr6 

resistencia a estreptomicina, tetraciclinas y sulfonamidas, (Hirsh 

y cola., 1985). También se ha demostrado en cepas de ~ 

baemolytica aisladas del tracto respiratorio de ganado vacuno 

resistencia a tetraciclina y ampicilina, codificada en DNA 

e>ctracromosomal (Boyce y Marter, 1986). En otro estudio con 5 

cepas de P. haemolytica,' solo tres de ellas presentaron plásmidos 

medianos con resistencia hacia algunos antibióticos (Jackwood y 

cola., 1987). 

3.5 Importancia d• lasteurella •ultocida •n la Riniti• Atr6rioa. 

Se ha demostrado que las cepas de P. myltocida que son 

importantes en la Rinitis Atr6f ica son las de tipo "D" to>ciqénicas 

(DNT +), sin embargo, estas no son patógenas para el pulmón 

(Pijoan, 1985). 

La flora nasal del cerdo rin!tico se compone en un SO\ de ~ 

multocida tipo "D" y un 20% de tipo "A" y mientras que la flora 

pulmonar del cerdo neumónico es 55\ de tipo A y 15\ de tipo D. Se 

ha demostrado que ésto se debe al comportamiento del macrófago 

alveolar ya que ésta célula es capaz de fagocitar rápidamente a 
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las cepas D pero no a las cepas A, aparentemente debido a que las 

cepas A poseen una espesa cápsula-de ácido hialur6nico que las 

protege de la fagocitosis (Pijoan, 1985). Por otro lado, los 

macr6fagos alveolares no son susceptibles a la acci6n de la toxina 

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

En el caso de la RA, se ha demostrado que la invasi6n 

secundaria por P. multoCida, se lleVar1a a cabo después de una 

infecci6n con B. broncbiseptica induciendo lesiones más severas e 

intensificando el desarrollo de la atrofia de los cornetes 

(Pedersen y Barfod, 1981; Martineau, 1982; Runnels, 1982; Rutter 

y Rojas, 1982). Estudios con cepas toxigénicas de P. multocida 

inoculadas después de la irritaci6n con ácido acético, han 

inducido el desarrollo de la rinitis atrófica, asociada con la 

reabsorci6n inicial del hueso y con la falla de la osteogénesis, 

debido al daf\o sobre los osteoblastos (Switzer y cola., 1975; 

Smith y cola., 1982). Por otro lado, no se ha encontrado que~ 

multocida produzca una respuesta inflamatoria en el desarrollo de 

la rinitis atrófica y si un factor que estimula la reabsorci6n 

del hueso y suprime la s1ntesis osteoide (Pedersen y Elling, 1984). 

Mediante microscopia electrónica, se ha encontrado la presencia 

de fimbrias en P. multocida que se han asociado a su 

patogenicidad, (Comunicaci6n personal Pijoan y Trigo, 1988). A 

pesar de esto es dificil de.llevar a cabo la colonización en las 

fosas nasales de cerdos sanos con P. multocida. a menos que se 

combine con B. br9nchiseptica o que se presenten otros factores 

predisponentes (Rutter, 1983; Pijoan y Morrison, 1985). 
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'·º BIOFISICA DB LAS INFBCCIONBS RESPIRA~ORIAS. 

4.1 Viaa de Bntrada. 

Es de fundamental importancia la manera en la cual el aparato 

respiratorio previene la entrada, neutraliza o remueve agentes 

daninos que pueden llegar por diferentes v!as. sin embargo, un 

agente patógeno alcanza el tejido respiratorio principalmente por 

la vla aer6gena y por la v!a hemat6qena, mediante la sangre que 

llega a los pulmones. 

La vla de entrada hemat6gena ocurre cuando la circulaci6n 

sangu1nea lleva partlculas infecciosas al pulmón, pero a pesar de 

que muchos microorganismos circulantes alcanzan el pulmón, en 

pocas ocasiones se establece la infección, ésto debido a que se 

necesita que las part!culas se fijen al tejido respiratorio y s61o 

una pequena fracción (cerca del 1\:) de la carga bacteriana es 

retenida.en éste sitio. 

La mayor1a de las infecciones del aparato respiratorio son 

por v1a aer6gena y se originan por partlculas en aerosoles que 

llevan consigo agentes intecciosos (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 la producción de 
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part1culas conteniendo éstos agentes (aerosoles). Esta 

diseminación 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 part1culas infecciosas (Mima, 

1977), de a111 la importancia de los aerosoles en la patogénesis 

de los problemas respiratorios. 

4.2 Aerosoles 

La suspensi6n de part1culas en el aire han sido denominadas 

"aerosoles" y se definen como un sistema de part1culas coloidales 

liquidas o sólidas, suficientemente pequenas como para tener una 

disminución 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 condensación de 

vapor de agua o por una dispers.i6n de material en part1cula. 

También se generan aerosoles a través del· reflejo de la tos, del 

estornudo, mediante la tos pueden ser expelidas a la atmósfera más 

de un millón de gotas de un tamano entre las una y quince micras 

(Gerone y cols., 1966). 

La velocidad del aire en el tracto respiratorio superior es 

suficientemente elevada pai:-a formar aerosoles que pueden ser 

inspirados o espirados durante la respiración normal, al menos en 

los animales donde la longitud del aparato respiratorio superior 

es considerable (Grey y Thomson, 1971). 

Las part1culas generadas por el tracto respiratorio disminuyen 

rápidamente de tamafto, a causa de la evaporación, hasta quedar 
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reducidas a lo que se ha denominado "núcleos de gota", que pueden 

tener de o.s a 5 um de diámetro; este tamafto permite que puedan 

permanecer en el aire durante 

depositadas en el suelo por la 

1979). 

varias horas antes de ser 

fuerza gravitacional (Dunill, 

Experimentalmente pueden crearse aerosoles de distintos 

tipos, y se han clasificado como: monodiepersos, aquellos en los 

que la mayoria de partículas tienen el mismo tamaf\o, y 

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

4.3 Xnhalaoi6n de Part1aula• 

En la atmósfera se encuentran suspendidas numerosas 

partículas originadas de diversas fuentes, sus características y 

concentraci6n en el aire var1an continuamente. En el proceso de la 

reapiración la cantidad de aire qua penetra a los pulmones es 

sorprendente, esto unido a la extensa superficie pulmonar y al 

enorme volumen de aire ambiental cargado de part1culas que se 

inhala constantemente permiten que el aparato respiratorio este 

expuesto a un gran no.mero de part!culas potencialmente patógenas. 

Esta exposición a diferente tipo de part1culas 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 part!culas estudiadas se encuentran: virus, bacterias, hongos, 

minerales, materiales tóxicos, entre otras. (Green, 1964; Thomson 

y Gilka, 1974), 
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4.4 Diatribuoi6n y aooaniamos d• depósito d• la• partioula• 

inhalada a 

El lugar donde se depositan las part1culas en el aparato 

respiratorio depe.nde por un lado de las propiedades físicas del 

material inhalado (tamaf\o, densidad, forma) y por otro de la 

profundidad y frecuencia de la respiración. Se ha observado, con 

respecto al tamarao, que las partículas mayores de 10 um de 

diámetro son retenidas en el aparato respiratorio superior, 

principalmente en fosas nasales. Partículas menores de 10 um pero 

mayores de 5 um son depositadas en su mayoría en trc1.quea y 

bronquios. Las partículas de tamaf\o entre 2 a 0.5 um son las que 

generalmente logran penetrar hasta los alvéolos (Hatch, 1961; 

Dunnill, 1979). 

Con respecto a la mecánica respiratoria, la velocidad del 

aire va disminuyendo paulatinamente a lo largo de las vtas aéreas, 

hasta ser prácticamente nula a nivel del alveolo (Dunnill, 1979). 

Los mecanismos propuestos para explicar el depósito de 

part1culas en el aparato respiratorio son: impacto o choque, 

sedimentaci6n y movimiento browniano. La importancia de éstos 

mecanismos depende del tamano, 'forma, densidad, solubilidad, 

estructura de la superficie y tensi6n superfipial, as1 como de la 

velocidad del flujo a6reo y de las caracterlsticas aerodin4micas 

de las v!as respiratorias (Dunnill, 1979), considerAndose de •ayer 

importancia el impacto y la sedimentaci6n, ya que el movimiento 

browniano afecta a part!culas menores de O .1 aicras y no es 
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considerable en el depósito de partículas infecciosas (Ounnill, 

1979). 

El impacto ocurre primariamente en la nariz y vías 

respiratorias superiores, por este mecanismo se depositan el mayor 

na.mero de part.tculas, cuando la corriente de aire en que está 

suspendida es bruscamente desviada, como ocurre en cornetes 

nasales y bifurcaciones de bronquios. La sedimentación se produce 

ha consecuencia de que en el alveolo el flujo de aire disminuye a 

cero, y las parttculas son depositadas por fuerzas 

gravitacionales. cuadro No. 

4.5 Aparatos productores 4• aeroaolea 

A partir de la primer descripción sobre aparatos y técnicas 

de inoculación por aerosol (Stlll•an, 1923) se han introducido 

diversos aparatos para el estudio de las infecciones aer6genas 

(Henderson, 1952), los cuales han sido la base para posteriores 

modificaciones. 

Uno de los modelos bAsicos y mAs utilizados es el que consta 

de una cámara cil1ndrica de acrílico (Laurenzi y cola., 1964). En 

6ste sistema el aire era generado por una compresora, el cual 

pasaba hacia un nebulizador Oevilbis que 

bacteriano. 

contenta el in6culo 

Diversas adaptaciones se han realizado para aerosolizar a 

grandes especies, as! como para controlar las condiciones de 

aerosolizaci6n como son: h'llmedad, temperatura del aire, velocidad 

de flujo y presi6n del aire (Beard y Easterday, 1965; Lillie y 

Thomson, 1972). 
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CUADRO No. 1 

EFECTO DEL TAHANO DE PARTICULA EN LA 
DISTRIBUCION DE PARTICULAS EN EL 

TRACTO RESPIRATORIO 

TAMANO DE MECANISMO LUGAR DE 

PARTICULA DEPOSITO 

MVOllS 1 11 lllCIU lllNC!O &NMro lrSfilllOllO WO, 
JOSAS t1sw::s, raaua r 
OOISIOMUOOOl IDOI. -UIAL 

DIJU 5 111 llJCllS lllNCIO IUDl-IOS cmm IMQUIO-

DIJll 511.Z !ICllS IDllllll!ICIOlt -JOS, -IOLOS 1 

llMIOUI. 

lmlOID 1 1.1 lllQIS llllUlllllCIO IDCll I -IOI O fllJlll 

-lllO 111.11 DPIDJOI, 

c.Mro taoMo •o1 t.xto 1e ... u1, 1m. 
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Recientemente se han utilizado nebulizadores ul tras6nicos que 

permiten controlar el tamano de la partlcula y obtener una mayor 

densidad del aerosol (Saunders y Sebunya, 1983). 

5. REHOCZON BACTERIANA. 

5.1 A•ro•ol•• d• baat•ria• 

Uno de los tipos de partlculas suspendidas en la atm6sfera 

con mayor importancia blol6qica es el que inteqran las bacterias, 

ya que estan distribuidas ampliamente en el medio ambiente y son 

comunmente inhaladas. Huchas de éstas bacterias son potencialmente 

patógenas y su inha laci6n es determinante en el desarrollo de 

infecciones del aparato respiratorio. 

Los aerosoles de bacterias han sido ampliamente utilizados en 

investiqacionee del aparato respiratorio. Su uao presenta 

mültiples ventajas sobre otras vias de inoculación, ya que: 

a) Asegura una distribución homogénea de las bacterias en el 

aparato respiratorio. 

b) No es necesario el uso de anestésicos para la inoculación. 

c) Es posible inocular un gran no.mero de animales 

simult4neamente. 

d) Es el método que más se aproxima a la v1a naturalde las 

infecciones del aparato respiratorio. (Mart1nez y cola. 1986). 

La posibilidad de diseminaci6n de una infecci6n bacteriana 

aer6gena, es proporcional a la duraci6n de la bacteria en el 

aerosol, la cual puede ser afectada por la viabilidad de la misma. 

Se ha establecido que la •labilidad de las 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 más susceptibles a las influencias 

ambientales (cambios de húmedad relativa y oxigeno) en comparación 

con las otras fases. La distribución de las bacterias en el 

aerosol esta relacionada con su concentración, ya que si la 

concentración del microorganismo en el aerosol es baja, muchas 

partlculas permanecerán libres de bacterias (Goodlow, 1961). Los 

aerosoles de bacterias han sido ampliamente utilizados en 

experimentos de deposición de bacterias en el tracto respiratorio, 

estudios de remoción bacteriana y de transmisión de enfermedades 

vla aer6gena, inducción experimental de neumonla, estudios de la 

reacción 

inflamatoria y respuesta inmune (Lillie y Thomson, 1972; L6pez y 

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

5,2 a .. oci6n Baoteriana 

La remoción bacteriana, es un método "in vivo" que se 

utiliza para medir la velocidad a la cual, las bacterias 

inhaladas, desaparecen del tracto respiratorio. Por 6ate método se 

puede evaluar la capacidad del pulm6n para inacti var las bacter las 

en él depositadas, puede calcularse el nümero de microorganismos 

cdepositados y los indices de remoci6n-retenci6n de bacterias a 

distintos tiempos posexposici6n. como daaventaja, cabe apuntar que 

6ste método por s1 sólo no puede diferenciar que mecanismo de 

defensa pulmonar, ya sea el aparato mucociliar o al aisteaa de 
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fagocitosis, está atectando o actuando y en que proporci6n (L6pez 

y cola., 1976; Jones,1983). 

Loe tactores que se supone determinan la remoci6n de 

bacterias y con ello el establecimiento de la infección o por el 

contrario la eliminaci6n bacteriana son: concentración y voldmen 

del in6culo, virulencia de la bacteria, el estado de los 

mecani11mos de defensa y del huésped en qeneral (Green, 1978; 

Nugent y Pesanti, 1982). 





:u. OJIJBTXVOB 

OBJBTXVO GBHBRAL 

Desarrollar un modelo experimental en rat6n para determinar la 

interacción de Bqrdetella bronchiseptica y Posteurella multocida en 

la producci6n de la Rinitis Atr6fica. 

OBJaTXV08 PAll~ICllLAllBS 

1. Establecer, ai el método de aerosolizaci6n de bacterias es 

efectivo en un modelo experimental con ratones de 21 d1as, 

para de•arrollar la Rinitis Atr6fica. 

2. Determinar •l patrón da remoción de Bordetella bronchiseptica 

y de Paateurello multocida en Cornete y Pulmón de rat6n de 21 

d!as. 

3. Relacionar al dallo hiatopatol69ico producido en la Rinitis 

Atr6rica con el estudio de Reaoci6n Bacteriana. 

4. Analizar la interacci6n de Bordetella bronchiseptico y de 

Pasteurella multocida en el desarrollo de la enfermedad. 
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:n:x. arazu. r llBTODOB 

1. C•p•• Bacteriana•. 

Las cepas de B. brqnchiseptica y P. JDUltocida, previamente 

aisladas de casos cl!nicos y mantenidas en sangre, se sembraron en 

agar Me Conkey al 1\ de glucosa y en agar gelosa sangre (5\ de 

sangre de bovino v/v), incubándose posteriormente en aerobiosis a 

37 c. A las 18 horas, se observaron las caracter1stica 

morfol6gicas de las diferentes colonias aisladas y se 

subcultivaron en nuevas placas de agar He Conkey y agar sangre 

(Cowan y Steell, 1974) . Una vez aisladas las bacterias se 

prosiguió a realizar las pruebas bioqu1micas correspondientes para 

la identificaci6n de las aiamas. 

2. Xdantiriaaai6n por Prueba• Bioquiaioaa 

En relación a lo publicado por diveraoa autora•, aa 

determinó que las pruebas bioquímicas para la identificaci6n de 

las especies de Pasteurella y Bordetello deber!an incluir: Tinci6n 

de Gram, oxidaaa, catalaaa, oxidaci6n-fermentaci6n, motilidad, 

crecimiento en agar Me Conkey, hem6lisis en agar sangre al lt, 

indol, ureaaa, prod.ucci6n de H,s, producci6n de Acido a partir de 

glucosa, sacarosa. manito!, rafinosa, trehalosa y arabinosa. (Me 

Allister y Carter, 1974; Cowan y Steell, 1974; Carter, 1975; 

simmons y simpson, 1977; Thigpen y cola., 1978). 
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3.o Pruebas Biol6qicaa para la Deterainaoi6n 4• la 

Deraonecrotozina 

3.1 Pro4ucci6n 4• la Kxotoxina Deraonecrot6ziaa (DllT) 

Se cultivaron las bacterias en caldo del Intusi6n Cerebro 

Coraz6n (BHI), a 37 e durante 18 horaa. Transcurrido 6ote tiempo 

el liquido se centrifugo a 3000 x 9 durante 45 minutos, el 

sobrenadante obtenido se !iltr6 con membrana millipore de 0.45 

micras de diámetro, para su posterior utilización (De Jong y 

cola., 1980). 

3.2 Meoro•i• en Piel 4• CUY• 

Los cuyas se rasuraron en la regi6n dorsal, dividiéndo el 

Area en seis regiones, en las que se inocularon por v1a 

intradérmica o.¡ ml del sobrenadante filtrado. se realizar6n 

observaciones d9 la reacci6n obtenida a las 24, y 48 horas 

pos-inoculaci6n, con el fin de evaluar los siguientes parAmetroa: 

eritema, edema, induraci6n y necrosis. Considerando como 

reacciones eritematosas positivas a aquellas en las que el 

endurecimiento fuera de l cm de dilmetro y tomAndo como dudosas 

aquellas que dieron de o.s cm de di6metro (De Jonq, 1980). 

3.3 Latali4a4 en Rat6n Lactante 

Ratones lactantes de aproximadaaente 3 d1aa de edad, fueron 

inoculados con 0.1 ml de los 11quidos sobrenadantea de las 

bacterias. Inoculando con soluci6n amortic¡uadora de fosfatos pH 

7.2 a un grupo control. Se realizaron observaciones a las 18-24 
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horas, conaider6.ndo como raacci6n positiva la JAuerte de los 

ratones inoculados con el liquido sobrenadante (Hakai y cola., 

1984). 

3.4 Atrofia da B••o da Rat6n 

un 9rupo de ratones fueron inoculados vta intraperitoneal con 

0.1 •l del aobrenadante bacteriano filtrado. Después de 7 dtas de 

la inoculaci6n, loe ratones fueron aacrificados, se extraj6 el 

bazo y se midi6. Loa bazos que presentaban un 25 t de reducci6n en 

al· ta•ano (atrofia), ae consideraron como positivos a 6ata prueba 

(Hakai y col•., 1984). 

•· •atr6a •• a .. ooi6n 4• 19r4•\•111 bronqhi••ptiqa ~ 

raat•ur•lla ay,l\qaida en raton••· 

4.1. Cill&r• d• aaro•oli••ai6n 

Para la intecci6n por aerolizaci6n de los ratones se emple6 

una ca.mara rectanqular de metal, herm6ticamente sellada, cuyas 

dia•n•ionea e•tln ••pacificada• en la Figura No. l. La ca1111ra esta 

t'ormada de una tapa de cristal con sello de neopreno, un 

nebulizador (Devilbb Kod 645) conectado a una perforaci6n lateral 

por medio de tuberias de 16.tex para entrada y salida del aerosol, 

rejillas para prevenir accidentes con los ratones y bafles 

deflectores parab6licos en las esquinas que evitan la acumulaci6n 

del aeroaol en ••tos lugares. En la parte de salida del aerosol 

va conectado un matraz kitasato con formaldehido al lot para 
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PIGURA No. 1 Cámara de aerosoliaaoi6n 

Vista del Plano de la cAm.ara de aeroaoliaaoi6n aapleada-para el 
desafio de los ratones con e. bronohiaeptioa y P. multooida. 

( Cimara modirioada por L6pez y cola., 1976 ) 
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inactivar a las bacterias. El flujo de aire para la producci6n del 

aerosol se qener6 con una bomba compresora (Mod. B-131 Industria G, 

Murg1a, s. A.) Ajustada a 14.3 PSI 3 kg/cm. Se el11ple6 una bomba 

de vac1o a 3 kq/cm para aliviar la presi6n generada en la cAmara 

y propiciar la extracci6n de las bacterias. 

4.2 Evaluaoi6n y Katandariaaoi6n del Biat ... 

La evaluación y estandarizaci6n del sistema fue efectuado con 

anterioridad por Mendoza y cols. (1988) para efectuar un estudios 

de remoci6n bacteriana con B. bronchiseptica. 

4.3 Aniaala• 

Sa utilizaron ao ratones machos de 9 a 14 q da ¡:;Gso mayores 

de 21 d1aa de edad, cepa NIH-3 obtenidos del bioterio del INIFAP 

(Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y 

Agropecuarias). De terma aleatoria se toraaron 4 grupos de 20 

ratones cada uno para efectuar la infecci6n con las bacterias. 

Los ratones de cada qrupo se instalaron en jaulas independientes 

con aqua y co•ida "ad libitWll". 

4.4 Preparaoi6n del In6oulo 

con un asa metAlica se tomar6n 5 colonias de la cepa de JL. 

bronchiseptica previamente desarrollada en qelosa aanqre, y ae 

inoculó un matraz nefelométrico que contenta so •l de caldo BHI. 

Este se cultiv6 en agitaci6n a 37 e y 120 rpa, hasta fase 

estacionaria determinada por nefelometr1a a 660 na en un 
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espectrofot6metro. En la fase estacionaria, el contenido del 

matraz se centrifugó durante 45 min a 3500 x g. El paquete 

bacteriano fue lavado dos veces con PBS (Solución amortiguadora de 

fosfatos) pH=7. 2, en el que finalmente se resuspendieron las 

bacterias para obtener una concentración final de 5 x 101 Unidades 

Formadoras de Colonia por ml (UFC/ml). 

Procediendo de igual forma para la preparación del in6culo de 

P. multocida, el cual quedó ajustado a la misma concentración que 

el de B. bronchiseptica 

s. B•tudio d• la Xnf•ooi6n d• eordatella bronobi1eptiga y 

Pasteurella aultocida •D ratones por medio de aerosoles. 

5.1. Aero•oli•aoi6n 

De las suspensiones bacterianas ajustadas y lavadas, se 

tomaron 5 ml con los que se aeroáolizaron los ratones de los 

diferentes grupos experimentales. Después de 10 min. de 

nebulizaci6n, los animales se sacaron de la cámara y se pusieron 

en sus cajas con agua y comida. Se formó un grupo de 20 ratones de 

las mismas caracter1sticas 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 sacados de la 

cámara 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 :C. Grupo control nebulizado con caldo BHI estéril. 

GRUPO IX. Grupo nebulizado con B. bronchisectica. 

GRUPO III. Grupo nebulizado con P. multocida. 

GRUPO IV. Grupo Bxperim.ental. Nebulizado con B. bronchieeptica 

y P. multocida. 

Es importante seftalar, que a loe ratones del grupo IV se les 

administró B. bronchiseptica previamente (4 d1as antes) a la 

aerosolizaci6n P. multocida, (cuadro No.2) 

s.2 Batu4io de r .. ooi6n en cornete naaal. 

De los 20 ratones de cada grupo se seleccionaron 2 los dias 

o, 2, 4, y 16 post-inoculaci6n de las bacterias y se 

sacrificaron, extirpándoles posteriormente los cornetes nasales. 

Sosteniendo los cornetes con unas pinza.a estériles, se lavaron con 

1 ml de Soluci6n amortiguadora de fosfatos (PBS) contenido en Una 

jeringa de 1 ml. Del lavado se realizaron diluciones en base 10 con 

solución de PBS hasta la diluci6n 1010
• 

De cada dilución se sembraron 3 gotas de 10 ul/gota, en placas 

de agar BHI y agar Me Conkey, que se incubaron durante 18 horas a 

37ªC, y se calcul6 el número de Unidades Formadoras de Colonia por 

cornete (UFC/6rgano). 

5.3 B•tu4io 4• r .. oai6n baateri•na en Pula6n 

A los mismos ratones sacrificados los d1as o, 2, 4, e y 16 

post-inoculaci6n de las bacterias, se les extrajo el· pulm6n, el 
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CUADRO No, 2 DIAGRAMA DE 'fRAllAJO EXPERIMENTAL 

REAISLAMIENTO UF. CEPAS 

IDENTU"ICACION POR PRUEBAS 
BIOQUIMICAS Y BIOLOGICAS 

SUSPENSIONES 
BACTERIANAS 

.-ORMACION DE GRUPOS 
EXPERIMENTALES 

AEROSOLIZACION DE BACTERIAS 

SACRU:ICIO POR 
DESNUCAMIENTO 

DETERMINACION 
DE CUENTAS 
BACTERIANAS 

(RECUPERACION) 

ESTUDIO ESTADISTICO 

ESnJDIODE 
lllSTOPATOLOGIA 

CORNETES 

l.AVADOS 

DESCALCU"JCACION 

CORTES 

TINCION lf.E 

TINCIONll·E 

OHSER\'ACION 



cual fue macerado en morteros Tenbroeck con 5 ml de soluci6n PBS. 

Una vez que se maceró completamente el tejido se coloc6 la muestra 

en un tubo, y de dicha solución se realizaron diluciones en base 

10 hasta 1010 con solución de PBS. De cada dilución se sembraron 3 

gotas de 10 ul/gota, en placas de aqar BHI y agar Me Conkey, que 

se incubaron durante 18 horas a 37 e, para que una vez crecidas 

las bacterias obtener las UFC/6rgano. 

5.4 Batudio Biatopatoi6qioo 

Dos de los ratones de cada grupo, se sacrificaron los dias o, 

2, 4, a y 16 post-inoculación y se sacrificaron para el estudio 

histopatol69ico de los cornetes nasales. 

Una vez cortados los cornetes se conservaron en formaldehido 

al 10% en solucion de PBS durante dos semanas. Oespu6s de lavarlos 

de 4 a 6 veces con agua de la llave, se descalcificar6n en 

soluci6n LORCH (Acido cítrico, NaOH 0.2 N, HCl 0.1 N, ZnSOJ 1% y 

CHCl, 0.1%), la que se cambiaba cada tercer dia durante tres 

semanas. Los cornetes descalcificados se incluyeron en parafina y 

se procedió a realizar cortes de 6 um, los cuales se tineron con 

hematoxilina-eosina. 

Para catalogar el grado de atrofia, hemorragia, inflamación, 

remoción periostal y adelgazamiento del hueso se estableció un 

sistema de puntuación por cruces. 

Es importante senalar que los cortes de los cornetes se 

hicieron barajados y la evaluaci6n de las lesion.es se realiz6 a 

ciegas. 
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5.5 AD.&liaia 4• lo• D&toa 

Para efectuar el análisis de los datos obtenidos se emple6 la 

técnica de Análisis de Varianza (ANOEVA), utilizando un disefto 

Factorial con tres factores que fueron las variables Tiempo (D1as 

post-inoculacion), Organo (Cornete y Pulm6n) y Grupo Experimental. 

Las comparaciones de medias se realizar6n por Contrastes Lineales. 

43 





IV, RES11LTADOS 

1. X4entifioaci6n Bacteriana y Deraonearotosiaidad 

Las bacterias utilizadas en la experimentaci6n fueron 

identificadas como pasteurella multocida tipo "O" y Bordatella 

bronchiseptica, ya que las pruebas realizadas para su 

identificaci6n mostraron el resultado esperado. Por otra parte, en 

ambas bacterias se conf irm6 ser dermonecrot6xicas, 

produjer6n lesiones tales como: la muerte de rat6n 

ya que 

lactante, 

atrofia de bazo en ratones, observada como disminuci6n del tamafto 

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

2. Resultado• de la Remoai6n Bacteriana en cornet• y PUla6n. 

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 las UFC/6rgano 

recuperadas de ambas bacterias para cada grupo experimental por d1a 

de determinación, de acuerdo a las caracter1sticas del desaf 1o. 

Estos valores se utilizaron para comparar las cinéticas de remoci6n 

de B. bronohiseptica y P. multocida tanto en cornete como en 

pulm6n, y para determinar el efecto de la presencia de 1L. 

bronchiseptica sobre la remoci6n de P. multocida. en los mismos 

órganos. 
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CUADRO No. 3 

RESULTADO DE LAS CUENTAS BACTERIANAS EN 
UFC/ORGANO DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES. 

MUESTRAS PARES. 
CORNETE 

ORUPO 1 DIAB POBT-IHOCULACIOH EXPERIHEHTAI 
lil a 4 8 J.6 

P.ll~~ri .. M. l:lUU l!:füll !:llll! l:il!ll !:!!ll! 

r,11,.!i1fo~daIII !:lrill !:!!MI l:!l!tt l:!lHI !:IHI! 

l:RUPO IU o rl"tn al 
tronc11l1otlca 

!:nm ll:llU i:mn i:mu l:Ulll 

ORUPO IU 
1:•:.m:mi !:ll!ll !:!l!U !:llll! !:!Fe!\ l:Ull! 

PULMON 
EXP::~:~HTAll 

DIAS POST-IHOCULACIOH 

lil a 4 8 H 

r.~rcri .. :tlca l:ll!M 11:11m i:!ll!I !:lllU l:!ll!l 

r.i:.Mt8hl I 1 l:!lm l:!lm l:lllll . !:!üll l:l!l!l 

f.Jt!!~ñ~:t~Cl l:!:lll !l:llli! l:!!m l:lllll !:Hin 

i,J!llfE? L IU ... i. .. u. l:lllll 1:11m l:!ll!! l:ll!ll l:lttl! 
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2.1 Coaparaoi6n d• la Ramoci6n d• Paateurell• multoaida y d• 

Bordetella broncbiaeptica. 

Los resultados del comportamiento de las bacterias cuando 

fueron inoculadas independientemente se muestra en el cuadro 4. 

Las curvas correspondientes para cornete y Pulm6n se muestran 

en las Fiquras 2 y 3 , en las cuales puede observarse que en 

cornete B. bronchiseptlca muestra 2 fases. La primera de 

multiplicación bacteriana y la segunda que corresponde a una fase 

estacionaria. Por el contrario, P. multocida muestra en la primera 

tase una remoción y posteriormente sufre un liqero aumento para 

mantenerse constante en la ültima fase. 

En pulm6n, B. bronchiseptica sufre 3 fases que son: 1) de 

crecimiento, 2) de remoción y J) estacionaria. Mientras que l!..t. 

myltocida muestra un comportamiento similar al de cornete. 

El análisis de los resultados (cuadro 5), indico que hay una 

interacción entre las bacterias y los d1as significativa. Las 

comparaciones de medias posteriores al revelaron que no existe 

diferencia entre las cuentas bacterianas de B. broncbiaeptica 

entre los días O, 4, 8 y 16 y que sólo existe diferencia entre las 

cuentas de eordetella el día 2 post- inoculaci6n con respecto a 

los demás d!as. En relación a las cuentas de P. multqcida existe 

diferencia significativa los d1as 2 y 8 post-inoculaci6n (p < 

o. 05), en donde se encuentran el punto m1nimo y máximo de la 

curva. También se encontró diferencia significativa entre 

6rgano, ya que la cuenta bacteriana en pulm6n es mayor que en 

46 



CUADRO No. 4 

RESULTADOS DE LA REMOCION DE ~ Multocida 
Y DE j, bronchisepti ca EN CORNETE Y PULMON 

DE RATON. EXPRESADO COMO UFC/ORGANO. 

OllQWI GlllOIXIElll/llll!AL 
llAS IOSHllJQJIM:lfll 

11 2 .. e 16 

COlllEll GllJPOll ,,l:U!U l!i!i!!! l:~UI l:l!I!! l:!llll B. bronchluptlc1 

GllJl'Olll "::mu !:ii!l! l:!l!!l i:l!l!! wm P.~ltoclh 

llJlllll GlllO 11 ,,1:111n !!11!!!! l:!!l!! l:!~li l:ltm B. branchlnpfü1 

Gllll'Olll 
"l:lllU l:!llU l:UIU i:!Hll l:U!li P. 1'11.11\ocida 

¡ ' SJ(ltlflCA lA HSUIACIOH QUI IXIS!l Dllll LOS MJ.OllS N w •DIMS nm. 
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CUADRO No. 5 

ANALISIS ESTADISTICO 

COMPORTAMIENTO DE LAS BACTERIAS 
INOCULADAS INDEPENDIENTEMENTE. 

lllllll ll IMlllllClll 9.I lllll ll ll.llNX IDIA 11 tlMIWOS u r 

1111 4 61.il'l'l 15.474 43.15 
1111111111 1 U/S 4.415 12.'5 
llCllllA 1 17.l!ll 11.a •. ll 

llll • lllllfll) 4 3.SJ'l l.ll'M Z.ll 
11~ • lllCIDI! 4 117.718 Zli.914 7"19 
1111111111 • lllCIDIA 1 l.:l'l l.:l'l 1.111 
l•O•I 4 l.J'JI 1.348 l.!l'l 
11111 21 

lll:llllllM:IA 

s 
s 
s 
u 
s 
u 
l.S 

t •O • I 'n:10 ll ll!EMCCllll 11111 UIS ti~, 11. 111:11111 LAS lllCllllAS ~. 
S 'll'ltlO SJl:lllllll\ll\IO, 
l.S ' ll'ltlO 11 Sll:lllFl!l\11\IO. 
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FIGURA 2 
REMOCION BACTERIANA 
B. bronchl••ptlc. y P. multoelda 
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FIGURA 3 
REMOCION BACTERIANA 
B. bronchl1ept1u y P. multoclft 

EN PULMON 
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cornete, en donde la diferencia media es igual a 27 +/- 2 UFC (p 

< 0.05). independientemente de la bacteria o el d1a 

post-inoculaci6n. 

2.2 Bf•oto de Pasteurella aultooida •obre la remooi6n d• 

Bor41t•lla bronchi1eptiqa. 

En éste análisis, se compar6 la cuenta bacteriana de lL.. 

bronchiseptica del grupo inoculado con B. bronchiseptica 

exclusivamente y el grupo inoculado con ambas bacterias (JL.._ 

bronchiseptica y P. multocida). En éste caso, se obtuvieron los 

~esultados que se muestran en el cuadro No. 6. 

En la Figura 4, se observa e 1 comportamiento de éstos 

datos, y en la cual se haca evidente que en cornete el d1a 8 

post-inoculaci6n existe una diferencia entre las cuentas 

bacterianas de 6stos grupos, ya que las UFC de B. bronchiseptico 

disminuyen en el grupo inoculado con ambas bacterias en comparaci6n 

con el grupo inoculado con la bacteria exclusivamente, este 
•' 

comportamiento no se observa el d!a 4 y 16 post-inoculaci6n. 

Mientras que en pulm6n existe diferencia el d!a 

post-inoculaci6n, la cual está determinada por el comportamiento 

de las bacterias del d!a anterior (d1a 2 post- inoculaci6n), en 

donde las cuentas en pulmón fueron más elevadas que en cornete. 

El análisis estad1stico revel6 un efecto significativo de 

interacción· de los tres factores (Bacteria, Organo y Tiempo) es 

decir, las diferencias entre los grupos dependen del órgano de que 

se trate y de los d1as post-inoculaci6n. (Cuadro No. 7). 
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CUADRO No. 6 

RESULTADOS DE REMOCION BACTERIANA 
EN UFC/ORGANO. 

~FECTO DE z. Multppida SOB~E LA 
REHOCION DE l., bronphis12tia&. 

OIQW) IUOSEXPEllllllll!Allli 
1111!1 IOS!-llllWIACllll 
4 e 16 

COlll!t 
iU) 11 i.l:ftlll l:l!lll i:!lill 1, bronchluptlca 

1:1.Q'O IU i.i:inll i:Nlll i:!Ull ~·,~"~!Nml1" 

IWlll l:lllOll ,,i:mu l:filli 1:mn B, bronchlnptlu 

l:l/IOlll i.l:!Uli 3:fülf i:lllil ~·.~·~itlml1" 
I• ll(JQrll» l.t llSilKllll lll IDlllll lll• lolll .. NIAm N 

ne 111• 1.t1 111is1•1 11m. 
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Las pruebas posteriores realizadas para comparar lae medias 

indicaron: 

En el dia 4 post-inoculaci6n de B. bronchiseptica (dia de 

inoculaci6n de P. •ultooida), no se encontr6 una diferencia 

significativa entre ambos grupos, en las cuentas bacterianas en 

cornete, ya que la cuenta del grupo inoculado con ambas bacterias 

disminuye ligeramente en comparación con la cuenta del grupo que 

se inoculó con B. bronchieeptica sola. 

Este comportamiento no se observa en pulmón, ya que la 

comparación de medias indicó una diferencia significativa en el 

grupo inoculado con las dos bacterias, esta diferencia se debe a 

que cuentas bacterianas son más altas (p < O. 05) en este grupo en 

comparación con el grupo inoculado con Bordetella bronehiseptica 

sola. 

El dia 8 post-inoculaci6n, se encontró 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 m6s alta (p < O.OS) en comparaci6n con las UFC del 

grupo inoculado con B. bronchiséptica y P. 

comportamiento no se observ6 en pulmón, en 

multocida, Este 

donde no hubo 

diferencia significativa entre ambos grupos. (Figura 4). 

Por último el dia 16 post-inoculaci6n de B. bronchiseptica se 

encontró que ambos grupos ten1an cuentas bacterianas semejantes, 

es decir, no se encontró diferencia significativa entre grupos, 

observándo el mismo comportamiento en cornete y en pulm6n. 

53 



CUADRO No. 7 

ANALISIS ESTADISTICO 
COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO DE 
~ bronchiseptica EN PRESENCIA DE 

P. Multocida 

1111l11E DI llAllOCllll g.I ilft\ IE lll1DllAIOS lllDIA IE lll1DPAIQS "11.0i r 

DIAS z 1.1915 l.l'MI l.r.z 
~ 1 2.SU!i 2.51lf> 15.21 
lli:!DIA 1 1.21111 4.1:!JI 25.17 

11111 • OIMI 2 2.ll45 l.lli72 6.46 
llAS • lli:IDIA 2 um 1.4919 2.~ 

OIMI •lli:IERIA 1 l.lll>S l.BlA 1.22 
I •O• I z 1.m; 1.9191 5.17 
IDlR 12 

Sllll!FICllCIA 

l.S 
s 
s 
s 

l.S 
M.S 
s 

1 •O • 1 ' DIO K IMIEMCCllll llllll !.-OS llAS, !.-OS Oll'lillS llM!UllWllS ! IA'l lli:IERIAll 
!lmllAMS. 

S ' EFECIO SlllllFICl\llUO. 
M.S ' lllCIO 111 Sllll!llCl\llUO. 
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2.3 Bt•cto de Bordttella broncbiaeptiaa en la r .. oai6D de 

Pa1teurella wultoqida. 

Por Ultimo, se analizaron los resultados obtenidos de las 

cuentas de P. multocida, del grupo inoculado con P. multooida sola 

y del grupo inoclllado con B. bronchiseptica y P. multocida. Los 

resultados que se obtuvieron se muestran en el cuadro B. 

En éstos grupos, se encontr6 un efecto significativo del 

factor 6rgano y de la interacci6n Bacteria - Oia. (cuadro 9). 

Las pruebas posteriores al anAlisis estad1stico revelaron lo 

siguiente: 

La cuenta bacteriana en pulm6n es mayor que en cornete 

(Diferencia Media = 9 +/- 2), independientemente de qtie E..,.. 

multocida este sola o combinada con B. bronchiseptica y del tiempo 

transcurrido desde la inoculaci6n. 

En el d1a 2 post-inoculaci6n de P. multocida el no.mero de UFC 

es mayor (p < o.OS) en el grupo donde babia sido inoculada 

previamente B. bronchiseptica en comparaci6n con el grupo donde se 

inocul6 P. multocida sola. 

Por t'.íltimo, no hubo diferencia significativa entre los grupos 

experimentales ningün otro d1a post-inoculaci6n, 

Estos acontecimientos pueden observarse claramente en la 

Figura 5, en donde se encuentra el comportamiento general de 6stos 

grupos experimentales y en la cual se hace evidente al aumento en 

las UFC de P. multocida en cornete, en el grupo al que previamente 

se le inocul6 B. bronchiseptica • Este aumento ea m&s observable el 

dia 2 postinoculaci6n de las bacterias. 
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CUADRO No. 8 

RESULTADOS DE LA REMOCION BACTERIANA 
EXPRESADA COMO UFC/ORGANO. 

EFECTO DE B. bronchiseptica SOBNE LA 
REMOCION DE P. MUltooida. 

Olll'MO GlllPO OOERl/lllllAL 
OIAS POST-llllllllllCI~ 

" 2 4 e 
COlllllt GlllPOlll 

&: ~:~~m UUll i:m\l 1:11m P.MU\lotida 

GlllPOIV ,,!:!mt l:l!lll l:!!M! i:nm :·,~N~ft!~n!1º 

llllJlll GlllPOlll ,,umi Ulm 1:mn i:mi: r. Jlllltocidl 

W'O IV ,,l:!Ull 1:m1¡ l:Ufü ::um :·r~':.."ltl:!!!I" 

l•S!titlflCOIAll!UllCICllQU!ll!ISIIllllRtlMUALO!l!IEIASltJl!TMSl'ARIS. 
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CUADRO No. 9 

ANALISIS ESTADISTICO 

COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO 
DE f., Multocjda EN PRESENCIA 

DE B. bronchiseptica. 

Mll!E DE \l\Rl{j;lll g.I Slll\DIOl\llW>OS lllDIADllll\DIW>OS \W.01 r 

llAS 4 4.71b5 l.17'JI 2.71 
l)ilM) 1 2.Z563 2.Z563 5.1.li 
J(j;!DIA 1 1.2151 1.2151 UJ 

llAS•~ 4 1.5914 1.1493 1.31 
llAS • J(j;!EllA 4 5.4711 1.3615 3.13 
Oll:till • J(j;!DIA 1 1.m 1.m 3.13 
I •O• I 4 2.311511 1.5764 l.3Z 
mll 28 

1 

SlllllFIOW:IA 

K.S 
s 

K.S 

l.S 
s 
s 

K.S 

D • O • i ' DIO K D!lll'alll Dllll LOS llAS K IX1llllllll!M:lll, LOS OIMli ll.llf.ID1lllS 
1 IA'i J(j;!DIAS IJllll.WI\!, 

S , lllC10 SlllllflCllllUO. 
U 'lllC10 11 Sllllllllll!IUO, 
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También se observa en ésta fiqura, que para el d1a 16 

postinoculaci6n de las bacterias, las cuentas son m6.s bajas en 

cornete para ambos grupos y en pulmón para el grupo de interacci6n, 

y aunque este efecto no es significativo, podr1a aparecer como un 

efecto de remoci6n. No ocurriendo as! en pulm6n en el grupo 

inoculado con P. multocida sola, en donde se observa que las UFC se 

mantienen a partir del d1a 4 post-inoculación. 
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La Figura 6, muestra el comportamiento de B. broncbiseptica 

y de P. multocido cuando fueron inoculadas individualmente a los 

ratones. Se puede observar el comportamiento que se present6 tanto 

en cornete como en pulm6n. 

La Figura 7, muestra el comportamiento de las bacterias en 

cornete, en donde se pueden apreciar las diferencias entre la 

inoculaci6n con las bacterias solas y la interacción de ambas 

bacterias. 

~n la Figura 8, se observa el comportamiento de los mismos 

grupos experimentales en el Pulm6n. 
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FIGURA 6. REMOCION BACTERIANA 
B. bronchiseptica Y P. multocida 

EN CORNETE Y PULMON. 
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FIGURA 7 
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3. lle•ultadoa del Eatudio Biatopatol6qiao 

Los resultados de éste estudio revelaron que la infecci6n de 

los ratones con éstas bacterias propició danos 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 

encontró lesión alguna, observando las estructuras intactas, es 

decir en la mucosa se observa el epitelio cilial y la lámina 

propia integras y el hueso se encuentra sin lesión. 

En el grupo II aerosolizado con B. bronchiseptica se 

encontraron lesiones a partir del segundo dla post- inoculación, 

para posteriormente disminuir hasta que el dla 16, las lesiones 

fueron m1nimas. En éste grupo se encontró: inflamación de 

periosteo, remoción de periosteo, atrofia del hueso (el dla 4 

post-inoculación), oateoblastos y calcificación del tabique. Estos 

elementos disminuyeron al transcurrir el tiempo. En el cuadro No. 

11, puede observar la forma y progresi vidad en que fueron 

presentAndoae las lesiones. 

En el grupo III aerosolizado con P. multocida también se 

pudieron observar lesiones representativas de Rinitis Atr6fica 

aunque en menor grado, Las lesiones observadas al contrario de las 

ocasionadas por B. bronchiseptica se encontraron más acentuadas 

los dlas 8 y 16 post-infección. Los elementos indicativos de dafto 

que se encontraron fueron: congestión y hemorragia, remoción de 

periosteo, osteoblastos, atrofia de hueso y calcificación del 
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tabique nasal. En éste grupo resultaron más afectados los animales 

del d1a 4 y 8 post-inoculación ya que se presentó necrosis del 

tejido. 

En el grupo IV aerosolizado con B. bronchiseptica y 

posteriormente con P. multocida se encontraron lesiones m&s 

severas indicativas de la enfermedad. Dichas lesiones se 

observaron desde el d1a 2 post-infecci6n y se acentuaron al 

transcurrir el tiempo, observándose mayor dafto los d1as a y 16 

post-inoculación. 

Un aspecto importante en éste grupo fue que se presentaron 

lesiones permanenetes durante todo el proceso experimental y los 

elementos indicativos de la enfermedad fueron más severos, 

encontrando lesiones, tales como: necrosis (en la mayor1a de los 

cornetes), inflamación con la subsecuente infiltración celular por 

células mononucleadas y por polimorfonucleares, remoción de 

periosteo, proliferación de osteoblastos y marcada atrofia de 

hueso. 

Es importante seftalar, que en éste grupo el d1a 4 post

inoculaci6n de B. broncbiseptica (d1a de inoculaciOn de E.z. 

multocida) sa observo ligera calcificaci6n del tabique, sin 

embargo, el d1a 8 post-inoculaci6n ya no se hiz6 evidente, debido 

a la inoculaci6n de P. multooida. 

También en éste grupo se encontr6 adem's de la intensidad de 

las lesiones un mayor nü.mero de animales resultaron afectados en 

comparaci6n con loS otros grupos. (cuadro 10). 
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CUADRO No. 10 
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FIGURA g. Cornete Normal. Tejido cartilaginoso intacto. Grupo 

Control 

FIGURA 10. Observación de la congestión, la hemorre.qia y la 

infiltr"'-::oi6n ceii.~1 "lr prOducida i::omo resPuesta al U.esaf1o 

bacteriano. 
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FIGURA 11. Observación má.s n1tida y clara de la infiltración 

celular compuesta principalmente por polimorfonucleares y 

linfocitos. 

FIGURA 12. Remoci6n periostal, infiltraci6n celular y un 

osteoclasto cla~amente definido. 
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PZGtJRA 13. Dafto al cornete. Pérdida e irregularidad en los cilios 

del epitelio. Readsorci6n del hueso y remoci6n periostal. 

•XGORA 14. Completa atrofia.y degeneraci6n del cornete. Presencia 

de vacuolas y rompimiento de ~a estructura normal del hueso. 
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DISCUSION Y 
(~'ONCLUSION;ES 



DIBCOBIOll 

La Rinitis Atrófica ha sido objeto de diversos estudios, en 

los que se ha encontrado que la condici6n primaria es de carácter 

infeccioso (Brown· y cols., 1966) ¡ por l.o que se han involucrado 

varios agentes ctiol6qicos. Sin embargo, solo se han considerado 

de mayor importancia a Bordetella bronchiseptica dermonecrot6xica 

y a Pasteurella multocida tipo O (DNT +), con las cuales se han 

desarrollado un gran número de experimentos tratando de producir 

la enfermedad. (Sawata y Kume, 1982, De Jong, 1980, Harria 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 interacci6n 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, 1992; Maqyar, 1985). 

En éste trabaj6 se demostr6 también que nebulizaci6n ha 

mostrado ser un buen método para estudiar y reproducir 

enfermedades asociadas al tracto respiratorio (Badiola y Pujols, 

1984; Montaraz y cola., 1985),, en 6ste trabajo para la inoculaci6n 

de las bacterias se utiliz6 una camará de 

aerosolizaci6n con la finalidad de desafiar a los ratones de la 



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. (Hartineau y cola., 1982; Harria y 

switzer, 1968). 

Los resultados obtenidos en 6ste estudio, con respecto a los 

patrones de remoci6n-retenci6n de las bacterias indicaron: Que 11.a.. 

bronchiseptica no se remueve del epitelio nasal, ya que la cuenta 

bacteriana aumenta para el d1a post-inoculaci6n para 

posteriormente disminuir y mantenerse en un nivel constante 

durante la fase intermedia y final del experimento. Este aumento 

sifnificativo nos indicó que la bacteria coloniz6 el epitelio, 

logró multiplicarse y que incluso estuvo liberando su toxina. La 

adherencia de B. bronchiseptica al epitelio se debi6 a la 

presencia de adhesinas que hicieron posible su unión a receptores 

celulares (Roop, 1987; Jacques, 1986; Ishikawa, 1989; Yokomizu y 

shimizu, 1970). 

~ste comportamiento en su fase inicial fue muy similar al 

encontrado por Mendoza y cola. (1985), ya que se observ6 la 

multiplicaci6n bacteriana. Sin embargo en la fase final 6stos 

investigadoras observan un efecto de remoci6n, lo cual no se hiz6 

evidente en éste trabaj6. Las cuentas bacterianas que en pulm6n 

fueron elevadas pud6 deberse a que al instalarse la bacteria 

produj6 un factor t6xico, que provoc6 que los mecanismos 

inespec!ficos ·de defensa pulmonar fueran insufientes, sin que se 

produjera alguna alteraci6n aparente. 

Los resultados histopatol6gicos encontrados, se relacionan 
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con la falta de remoción de B. bronchiseptica, ya que al colonizar 

la mucosa y multiplicarse y teniendo el antecedente de su origen 

dermonecrotOxico, es 16qico pensar que el cornete resultará 

daftado, ésto se hizo evidente en los resultados, ya que lL.. 

bronchiseptica dilfto los cornetes de los ratones produciendo 

lesiones de tipo transitorias, ya que éstas 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: inflamaci6n, p6rdida de cilios, osteoclastos, 

atrofia de hueso, readsorci6n del mismo y calcificación del 

tabique. Estos resultados fueron encontrados con anterioridad 

otros investigadores quienes afirman que la colonizaci6n 

bronchiseptica es seguida "por la multiplicación sobre 

superficie de la mucosa, en donde se produce una inflamaci6n 

por 

e ¡¡_._ 

la 

del 

epitelio nasal, cambios proliferativos y degenerativos e incluso 

pérdida de cilios (Cunean y cols., 1966; Edinqton y cols., 1976). 

Por otra parte éstas lesiones son atribuidas a la toxina que 

libera la bacteria, la cual es producida en mucosa y logra 

extenderse al tejido 6seo provocando osteopat1a, con la 

subsecuente alteración en la formación normal del hueso (Harria y 

cola., 1971; De Jong, 1980; Nakai y cola., 1985). 

Con respecto al patr6n de remoci6n-retenci6n de P. mµltocida 

éste fue muy diferente al de B. bronehieeptica, ya que hacia el 

d1a 2 poet-inoculaci6n se observ6 una disminuci6n significativa da 
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la cuenta bacteriana, para posteriormente aumentar a su nivel 

inicial y mantenerse constante hasta el final de la 

experimentaci6n, lo cual nos indica que esta bacteria tampoco 

logra removerse del epitelio nasal. 

La disminución en la cuenta bacteriana producida el d1a 2 

post-inoculaci6n, conducir1a a pensar que ésta bacteria presenta 

mayor dificultad para adherirse al epitelio nasal y por 

consiguiente para su multiplicación en el mismo, además de 

indicar que esta induce una respuesta inmune acelerada, provocando 

la disminución de la cuenta. Sin embargo, esta respuesta inmune 

producida no seria muy efectiva, ya que el tipo capsular estarla 

impidiendo la fagocitosis efectiva de la bacteria, oriqinando la 

persistencia posterior de la bacteria. Algunos investigadores han 

rechazado la idea de que P. multocida pueda adherirse al epitelio 

por si sola, asequrando que debe existir un factor predisponente 

para que ocurre la colonización (Maniate y Johnson, 1980; Rutter, 

1983; Rutter y Rojas, 1982; Pedersen y Barfod, 1981). Sin embarqo 

se ha observado en P. multocida la presencia de pilis los cuales 

ser lan responsables de la adherencia y colonización de f.s.. 

multocida, aunque esta no dejarla de ser limitada debido al tipo 

capsular (Gois, 1983¡ Pijoan y Trigo, 1988). 

Este comportamiento se encontró tambi~n en pulmón y aunque 

este tipo capsular no es pat6geno en pulm6n (Pijoan, 1985; Roas, 

1984) , se ha encontrado que despu6s de la adherencia a mucosa 

nasal y su multiplicaci6n ésta migra a tonsilas, logra lleqar a 

pulm6n y regresar a cornete. Sin embargo, su persistencia 
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indicar1a que la bacteria podr1a liberar alguna sustancia capaz de 

alterar los mecanismos de eliminaci6n de bacteria del pulm6n, es 

decir que estar1a disminuyendo la velocidad d8 remoción. 

Estos resultados de remoci6n concuerdan con el estudios 

histopatol6gico, en donde se encuentra que P. multocida produj6 

lesiones caracter1sticas de la Rinitis Atr6fica, las cuales fueron 

más severas que las ocasionadas por B. bronchiseptica, además de 

que las lesiones se produjeron paulatinamente siéndo más severas 

en la parte final del experimento. Esto fue encontrado también por 

Pijoan et al. ( 1988) , quien report6 que P. multocida produce 

lesiones progresivas y permanentes y fueron de mayor impacto 

econ6mico. 

Las lesiones producidas por P. multocida fueron 

principalmente congestión y hemorragia, diferenciación de 

osteoblastos, remoción de periosteo y atrofia de cornetes, en 

este grupo no se produj6 pérdida de cilios ni el proceso 

inflamatorio que se present6 en el grupo inoculado con IL. 

bronchiseptica, infiriendo que P. multocida produce como principal 

mecanismo de lesi6n el dafto a los osteoblastos. Algunos 

investigadores reportaron éste dafto a los osteoblastos, af irmAndo 

que debido a la inoculación con P. multocida se produce oste6lisis 

de osteoblastos, suprimi6ndo la s1ntesia osteoide (osteogénesis) 

y por consiguiente la disminuci6n de la mineralizaci6n 

(calcificaci6n) (Pedersen y Elling, 1984¡ De Jong y cola., 1980). 

En éste grupo se observ6 la diferenciaci6n y degeneraci6n·de 

osteoblastos, ya que se hiz6 evidente la vacuolizaci6n de los 
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mismos, estos datos concuerdan con los reportados por Dominick 

(1988), quien encontró que los osteoclastos presentes a lo largo 

de la superficie de resorción 6sea mostraron mayor cantidad de 

vacuolas y un borde de microvellosidades más prominentes con mayor 

namero de nücleos por célula. 

Al igual que con B. bronchiseptica éstas lesiones han sido 

atribuidas a la toxina que P. multocida produce al colonizar la 

mucosa, afirmándo que la toxina es el factor que estimula la 

reabsorción del hueso y la necrosis y degeneraci6n de osteoclastos 

(Pedersen y Elling, 1984; De Jong, 1980), 

con respecto a la asociación bacteriana, en el grupo 

inoculado con B. bronchiseptica y P. multocida se encontró 

un erecto de interacción a nivel de cuenta bacteriana de cornete, 

ya que el d1a 2 post-inoculaci6n de P. aultoai4a se observ6 un 

aumento significativo de las UFC de 6sta bacteria, lo cual nos 

indica que B. bronchiseptica ayuda en la colonizaci6n y adherencia 

de P. multocida, confirmando la aseveración de que P. multocida 

requiere de un factor que estimule que ~u adherencia y 

colonizaci6n en epitelio nasal sea mAs rApido (Miniats y Johnson 

1980; Rutter, 1983). 

Los resultados del estudio histopatolóqico de éste qrupo 

indicaron un qrado de atrofia mayor, lesiones más severas y mayor 

namero de animales afectados desde el inicio hasta el final de·la 

experimentaci6n. Las lesiones que se encontraron 

congestión y hemorragia, inflamación, infiltraci6n 

osteoblastos diferenciados, remoción de periosteo, 
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cornetes nasales, necrosis total del cornete. Estos resultados 

indican que la asociación bacteriana intensifica y prolonga el 

dafto (Miniats y Johnson, 1980). 

En general los resultados obtenidos indican que las bacterias 

por si mismas son capaces de causar la atroria de los cornetes 

nasales, aunque en diferente grado, pero que la asociación 

bacteriana va a ocasionar la degeneración total del cornete, la 

disminuci6n de la osteogénesis y su reemplazo por tejido fibroso, 

ocasionando la deformación caracter!stica .de la rinitis atrófica. 

Por otra parte, nos permitió determinar que el ratón 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 dlas 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 ültimo, es importante mencionar que es conveniente 

continuar con el estudio que permita encontrar un mecanismo por el 

cual se logre proporcionar inmunidad sobre ésta enfermedad a los 

cerdos principalmente de edad corta, sugiriéndo que se realicen 

estudios evaluando diferentes inóculos a diferentes edades de los 

ratones. 
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CONCLUSIONES 

A las conclusiones que se llegaron es éste trabajo son: 

1) Es posible reproducir la enfermedad (Rinitis Atr6fica), en 

ratones de 21 d1as. 

2) La nebulizaci6n es un método efectivo de inoculaci6n. 

3) Los patrones de remoci6n de B. bronchiseptica y de f..t.. 

multocida fueron diferentes entre si en la fase inicial, para 
posteriormente mantenerse en un cc;:>mportamiento si mi lar, dichos 

patrones mostraron principalmente un efecto de retenci6n. 

4) La retención observada, hiz6 'posible que el daf\o producido 

fuera mayor, lo cual se hiz6 e~idente en los resultados de 

histopatolog1a, en donde se observan claramente lesiones 

caracter1sticas de atrofia del cornete nasal. 

5) Con las bacterias utilizadas (B. bronchiseptica y 

P.multocida) fue posible desarrollar la enfermedad, lo que 
condujo a reiterar que éstos agentes fueran responsables del 
cuadro de Rinitis Atr6fica. 

6) Es necesario continuar el estudio para poder llegar a un 
modelo adecuado que permita evaluar posibles inmun6genos que 
protegan de la enfermedad. 
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