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RESUMEN

La finalidad de este trabajo fue la de evaluar un inmundgeno bivalente, con
el VEA y el App. en cerdos , los pardmetros para la evaluacion del producto en
los animales desafiados fueron; temperatura rectal, signos respiratorios ,
porcentaje de lesion pulmonar (macro y microscépica), serologia contra el
VEA y aislamiento bacteriano.

El estudio se realizé con 20 lechones de 1 mes de edad, obtenidos del
centro piloto de produccién de cerdos S.P.F., afiebre porcina clasica, VEA,
Paramixovirus  porcino  y Pleuroneumonia Contagiosa Porcina, se formaron 5
grupos con 4 lechones cada uno tomados al azar: grupo 1 (vacunado contra el
VEA y desafiado contra la misma), grupo 2 (vacunado contra App. y desafiados
contra el mismo), grupo 3 (vacunado contra el VEA, desafiados contra la
misma y App.), grupo 4 (sin vacunar y desafiados con App.),
grupo S ( vacunado contra VEA y App. y desafiado con los mismos) que
fue el grupo de evaluacién del inmundgeno bivalente,

El dia 1 se vacunaron los grupos 1,2,3y 5, el desafio con el VEA fue el dia
10, a los grupos 1, 3 y S con una dosis de 1800 DICT (TCID), con 2 ml
intranasalmente, ¢l dia 14 se desafio con App. a los grupos 2, 3,4y 5 , por
medio de una cdmara de nebulizacion a una dosis de 3 x 10 bacterias /ml. (total
14 ml. en 30 minutos).

Los grupos I, 2,3 y 5 manifestaron anorexia, postracion, ligera disnea, y
una ligera hipertermia.Los signos clinicos observados posdesafio fueron los
siguientes: grupo 1 manifestd disnea, anorexia, elevacion de la temperatura
corporal hacia el dia 11 hasta el 18, el grupo 2 presentd una marcada anorexia,
disnea, postracion y un incremento en la temperatura corporal del dia 14 al 21, del
grupo 3 un solo individuo mostro signos de disnea a los 5 dias y todo €l grupo
manifesté un ligero aumento en la temperatura corporal hacia el dia 14, por lo que
respecta al grupo 4 presentaron signos de tipo neumodnico y elevacion de la
temperatura corporal del dia 14 al 18, en el grupo 5 los signos antes descritos
fueron marcados en forma mas leve y se presentaron dos picos de ligera
hipertermia, uno hacia el dia 10 y otro el dia 15. A la necropsia, solo se
encontré dafio en el aparato respiratorio del grupo 2, con un 8 % de lesion
pulmonar, del tipo fibrino hemorrdgico agudo con adherencias pleurales, grupo 3,
25 a 30 % de lesidn pulmonar del tipo pleuroneuménico crénico, ei grupo 4
presento un 17 % de superficie pulmonar danada con lesiones del tipo
pleuroneumdnico crénico por lo que respecta al grupo 5 solamente dos
animales presentaron lesiones con un 7 % de lesion pulmonar, de tipo
consolidativa con adherencias.



Por medio de la técnica de anticuerpos fluorescentes se determino la
presencia de VEA en pulmon, corazpn, riftén, higado, bazo, y encéfalo, resultando
negativa para todos los grupos en los primeros 5 érganos, y por lo que respecta
a el encéfalo se 6o 2 negativo, grupo 3 4/4 positivos a la inmunofluorescencia,
grupo 4 negativo, grupo 5 4/4 positivos. En el aislamiento e identificacion del
App. se encontré que el grupo | fue negativo, el grupo 2 en 1/4 fue posible el
aislamiento de A. pleuropneumoniae, el grupo 3 4/4 aislamientos ¢ identificaciones
del mismo, grupo 4 se aislé e identificé el microorganismo en 2/4 muestras, grupo
5 solamente en 1/4 muestras se recuperé el agente, las recuperaciones cuando
fueron positivas se realizaron a partir de los pulmones de los animales de los
diferentes grupos, siendo negativas en todos los grupos los aislamientos a
partir de corazon, rifién, higado y bazo. En la evaluacién serolégica contra el App.
se utilizé el kit de PLEUROTESTMr.. encontrindose lo siguiente: grupo 1
negativo durante los 6 sangrados, grupo 2 positivo a partir del 4o. sangrado, de
igual forma el grupo 3, 4 y 5 (solamente a el serotipo 1).

En base a los datos anteriores se determina que la vacunacién contra el VEA
y el desafio con VEA y App. se ven mas afectados que 10s no vacunados contra el
VEA, también se encontr6 que los animales vacunados contra el App. no
morian, pero presentaban signos y lesiones tipicas de pleuroneumonia. Asi mismo
se encontrd que los animales no vacunados y desafiados con App. presentaban
signos neumonicos y lesiones ( grupo 4) pero en menor grado que los vacunados
con el VEA y desafiados con el mismo y App. (grupo 3), demostrandose una
sinergia entre los dos agentes.

Por lo que respecta a los animales que fueron vacunados con el inmundgeno
bivalente y desafiados con el VEA ( grupo 5) presentaron menos signos
clinicos y menor grado de lesién pulmonar.
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1.- INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Desde la antigiiedad, la came ha sido y es al presente un factor importante en
el desarrollo de los pueblos (Salinas, 1960.).

Indudablemente que los primeros seres humanos del mundo fueron
originalmente vegetarianos; pero la lucha por la supervivencia los obligd a la
caceria y como derivacién inmediata al consumo de los despojos de aquellos
animales que les proporcionaron alimentos que no encontraban ficilmente en
diferentes épocas del afio (Salinas, 1960).

La cacerfa obligd al hombre a improvisar y mejorar sus armas y medios para
atrapar a los animales, y posteriormente a la domesticacién de los mismos (Salinas,
1960).

Algunos autores consideran que el cerdo fué el primer animal en
domesticarse, otros por el contrario piensan que primero se domesticd a los
bovinos, posteriommente los ovinos y los ¢aprinos y por {ltimo a los suinos; lo
cierto es que ésto sucedid hace algunos 10,000 afios, casi con seguridad en algin
lugar de Asia.

En si, ¢l cerdo y su came han tenide altibajos durante toda su historia en

relacin con el ser humano mientras que por un lado los Cretenses lo consideraban



un animal divino por que decian que habia alimentado a Jupiter, y los Francos e
Ibéricos imponfan severas multas y castigos al que robara un cerdo. Moises en
sus tablas prohibe el consumo de came de cerdo por considerar que transmitia la
lepra (Flores, 1979).

Es aceptable que en la antigiiedad haya habido restricciones a un mayor
consumo, pues no existia inspeccion sanitaria y el cerdo era criado en condiciones
inadecuadas de higiene. Aun en nuestros dias existen arraigos dogmaticos que
bloguean el consumo de la came de cerdo como es el Islamismo. Las prohibiciones
dogmaticas se originaron por que el cerdo puede transmitir al hombre varias
enfermedades, pero también se debe de considerar que en nuestros dias no existe
ninguna razén cientifica que justifique una limitacién del consumo de came
porcina.

En ciertos paises la came de cerdo es mas popular que la de bovino, debido
aque el costo es mucho menor. En los paises subdesarrollados el cerdo
representa un importante factor en la dieta de las poblaciones rurales de poco
poder adquisitivo, pues es dificil gue un agricultor no tenga por lo menos un animal
para su consumo (Pinheiro, 1973).

En México existe una mala distribucién de los alimentos pues segin

estudios especializados, el 18% de los mexicanos se alimentan adecuadamente,



mientras que el 82% restante sufre de algun tipo de desnutricién o malnutricién
(Martinez, 1977).

Como hemos visto, el cerdo se ha enfrentado a diversos problemas
durante su historia, ya que en el pais existen otros tipos de problemas en la
produccién porcina, dentro de los cuales podemos mencionar el costo del alimento
que aproximadamente representa un 65 % - 80 % de la inversion total. Por lo tanto
la eficiencia econémica de la granja dependera de que los costos se mantengan at
minimo. Pero también debemos de tomar en cuenta otros puntos que nos pueden

alterar de forma significativa Jos costos, como son: alimentacién balanceada

]

adecuad te. in

iones propias para la explotacién porcina y el manejo de
los animales y por ultimo la ausencia de enfermedades.

De los puntos anteriores podemos ubicar el referente a la baja prevalencia
de las enfermedades, puesto que la presentacion de las neumonias en estos
animales menman considerablemente Ia economia de los productores porcinos,
debido a que afectan los parimetros de prod:xccién como: ganancia de peso,
conversion alimenticia y eficiencia alimenticia, para.entenderv esto explicaremos que
en el periodo comprendido de 1977 a 1989 el porcentaje de decomisos por causas
neumdnicas aumento de un 18% a un aumento alarmante del 31% (Jcaza, /989)

.encontrandose  principalmente lesiones caracteristicas de  Pleuropneumonia

Contagiosa Porcina, Pasterelosis pulmonar y lesiones diversas. Como se puede



observar el incremento por decomisos en el rastro por las causas neumoénicas ha
ido en aumento, encontrindose como principal enfermedad a 1a  Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina, la cual en la actualidad toma un papel importante en cuanto
a las pérdidas economicas originadas por el decomiso en el rastro y dentro de la
produccién misma, el problema clinico acarrea una inadecuada conversién
alimenticia y un gasto extra en el tratamiento de la enfermedad , si a esto le
aunamos que la enfermedad se ve exacerbada cuando se combina con otros
agentes etioldgicos como: Enfermedad de Aujeszky, Fiebre Porcina Cldsica,

Pasterelosis Pulmonar y otros, la situacidn se agrava atn mas.

Los problemas neuménicos hoy en dia son la causa mis importante de
pérdidas econdmicas para el preductor porcino, ya sea como decomiso en rastro
o por una deficiente conversién alimenticia. La Pleuroneumonia Contagiosa
Porcina ha ido en aumento desde que se tienen reportes de su aparicion en 1976
por Ramirez Necoechea, la cual actualmente podemos asegurar que existe en todas

las cuencas porcinas del pais. (Pijoan 1987).



1.2 Pleuropneumonia contagiosa porcina:
1.2.1 Antecedentes

En 1961 en la Plata Argentina se observd un fuerte brote de una enfermedad
muy grave con sintomatologia respiratoria, causando la muerte a un gran namero de
animales en 3 granjas diferentes (Shope 1964).

La mayor mortalidad se observé en animales entre 30 y 60 kg., pero también
en hembras reproductoras de diferentes razas e indistintamente si estaban o
no vacunadas contra el Célera Porcino.

Los signos respiratorics eran primordialmente en una dificultad para respirar,
salida de sangre por nariz y boca en forma de espuma sanguinolenta y muerte
dentro de las primeras 24-48 horas.

Después de haber comenzado los signos los animales que resistieron por
mas de 4 dias sobrevivieron. La enfermedad se controld con terramicina. Los
cerdos que murieron presentaron a la necropsia una neumonia lobular extensa con
pleuritis fibrinosa.

En los E.U. Shope realizd el andlisis de los pulmones de los cerdos
procedentes de! brote de la enfermedad en Argentina, logrando reproducir la
enfermedad en cerdos centinelas inoculados intranasalmente con un macerado de

dichos pulmones. El cerdo presentd un cuadro similar de disnea y temperaturta de



41,5°C v muri6 en 24 horas. Sus pulmones revelaban pleuropneumonia muy
similar a la presente en Argentina.

En México en la decada de los 70's se presentaron brotes violentos de
neumonias en grardjas porcicolas del bajio y estado de Tlaxcala. La morbilidad
era de un 80-90 % con mortalidad del 10-30 % . El problema comenz6 en los
cerdos adultos, quedando posteriormente como un problema enzodtico de los
lechones.

La enfermedad tiene una distribucion mundial segun los estudios de
diversos investigadores. Los primeros reportes de la enfermedad en México, los
hace Ramirez Necoechea quien describe la enfermedad en 1976 y Pijoan y col.
realizan  estudios y aislamientos exhaustivos en 1978 de brotes originados en
Tlaxcala, La Piedad y Penjamo. En el 50 % de los pulmones de Tlaxcala y
21.7% de los de La Piedad se abtuvo crecimiento de colonias [ hemoliticas
que fueron clasificadas como Haemophilus parahemolyticus.

El agente etiologico es considerado hoy en dia como Actinobacillus
pleuropneumoniae debido a los estudios sobre las bases fenotipicas y sobre el

DNA de estas bacterias (Pohl y col. 1983.).



1.2.2 Caracteristicas de Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus  pleuropneumoniae es una bacteria Gram negativa,
pleomorfica pero se observa generalmente en forma de bacilo corto y encapsulado
de aproximadamente 0.5 a 1.5 pum de largo por 0.3 um de ancho, carece de
flagelos lo que determina su inmovilidad y no es capaz de esporular. Es aerobio
y anaerobio ademds depende del factor V de crecimiento conocido como NAD
(Nicotinamin Adenin Dinucledtido) y no depende del factor X ¢ hemina.

En cultivos de Agar sangre con cepas nodrizas de Staphylococcus aureus,
hay crecimiento de colonias muy pequeilas menores de 1 um. blanquecinas y
brillantes de aspecto mucoide.

Existe una variedad de Actinobacillus pleuropneumoniae que no es
dependiente del NAD, antes conocido como Pasteurella Haemolytica like
y actualmente conocido como Actinobacillus biovariedad 2 no dependiente del
NAD,

Se conccen actualmente alrededor de 10 serotipos en base a sus antigenos
capsulares y se asignan con niimeros arabigos del 1 al 10 (Gunnarson y col.
1977), (Rossendal y Boyd, 1982), (Nielsen y O'connor, 1984),(Nielsen 1985).

El A bleuropneumoniae secreta una toxina hemolitica que es también un

factor de virulencia, ademds los lipopolisaciridos (LPS) o endotoxinas, algunas



proteinas membranales, fimbrias y una toxina citotoxica para macréfages que

vienen siendo todos los factores antigénicos de la bacteria (Pijoan 1988).

1.2.3 Patogenia y signologia

La via de entrada del A. pleurapneumoniae al organismo es por via
aerdgena. El periodo de incubacién de la enfermedad es corto experimentalmente
es menor a 6 horas, aunque en condiciones de campo varia entre 12-24 horas
(Shope 1964, Nielsen 1970 y Mylrea 1974).

La mortalidad y la morbilidad observadas durante un brote de
Pleuropneumonia Contagiosa Porcina (PCP) varian mucho dependierido si 1a piara
ha sido infectada anteriormente con A. pleuropneumoniae o es una enfermedad
nueva dentro de la explotacion (Pijoan y col. 1982).

Nielsen reporta una morbilidad del 8.5 al 40 % y mortalidad del 0.4 al 24 %
en Dinamarca en 1970.

Es importante conocer que la morbilidad en PCP varia por:

- Edad de los animales.

- Lamayoria de los brotes detectados han sido en cerdos de 30 a so kg, (3 a
4 meses de edad).

- Ocasionalmente se difunde a animales adultos (hembras de vientre) donde

logra ocasionar bajas, esto ¢s reflejo del grado de inmunidad existente en el hato.



Signos clinicos:

Los signos clinicos varian dependiendo del grado de severidad en que se
presente la enfermedad y puede ir desde una septicemia sobreaguda con
temperatura decd1-42° C, cianosis de la piel, abdomen y orejas,hemorragias y
espuma en la nariz y ocasionalmete en boca, también hay chillidos agudos con la
presencia de opistotonos y muerte. O presentarse en animales de una forma muy
benévola en forma de pleuropneumonia donde los cerdos presentan: anorexia,
disnea con hiperpnea, posicién de perro sentado con 1a boca abierta, cianosis en
orejas y extremidades, inmovilidad, tos breve, vémito ocasionalmente y
posterionnete la muerte que puede presentarse de uno a cuatro dias con
presentacién de una hemorragia nasal, o bien puede haber uma recuperacion

espontanea (Pijoan y col. 1982).

1.2.4 Lesiones
1.2.4.1 Macroscépicas

Las principales lesiones macroscépicas encontradas en cerdos con PCP
son : pericarditis, hidropericardio, hidrotorax con liquido sanguinolento,
hemorragias en miocardio, adherencias pleurales (viscerales y parietales),
infarto rojo en ldbulos diafragmadticos, friabilidad en la zona infartada del

pulmén, extensas zonas congestionadas de color obscuro y consistencia friable.



1.2.4.2 Microscopicas
Las lesiones rmicroscopicas son: zona de infarto, edema alveolar,
infiltracion peribronquial y perivascular de células mononucleares ( Linfocitos y
Macréfagos), hemorragias en alveolos y la presencia de fibrina intraalveolar.
También hay lesiones de tipo cronico caracteristicas por ser un proceso

encapsulado.

1.2.5 Diagnéstico

Para lograr un correcto diagnostico de la PCP uno se puede ayudar de la
observacion de los signos clinicos individuales y de grupo, observacion de las
lesiones a la necropsia, aislamiento del A. pleuropneumoniae de lesiones
neumoénicas y pruebas serolégicas en los cerdos vivos de las granjas (Cipridn
1990).

Eluso de la observacion del brote y de las lesiones determinadas en la
necropsia ayudan al Dx., pero no detectan casos cronicos de la enfermedad, por
otro lado el aislamiento y tipificacién del agente causal tardade 2 a3 diasy se
requicre de los servicios de un laboratorio de confiabilidad adecuada. Es por ello
que el método de Dx. més adecuado es el serolégico por poder aplicarse a cerdos

vivos con o sin signos aparentes,



Pruebas seroldgicas para PCP

Aglutinacién, aglutinacion con particulas de ldtex, aglutinacién en
tubo con 2 mercaptoetanol,  hemoaglutinacién indirecta, fijacion del
complemento, ELISA, coaglutinacion y aglutinacion en placa "PLEUROTEST"
(Marca Registrada por la UN.AM.)

Esta tltima prueba ha sido desarrollada en M, xico por Cipridn y col.(1990) y
es conocida por PLEUROTEST y consiste en un estuche o "kit" de diagnéstico
practico y facil, que en menos de 10 minutos nos da el resultado de si el
animal tiene o no anticuerpos contra A. pleuropneuntoniae de origen infeccioso.

Los sueros de animales infectados con A. pleuropneumoniae mostraron
fuerte aglutinacién, mientras que sueros de animales sanos o vacunados contra

PCP permanecieron sin aglutinar.

1.2.6 Prevencion y Control

La prevencion mas adecuada de la enfermedad es evitando que entre a
nuestra explotacion, esto se logra teniendo un adecuado sistema de higiene y
seguridad, o sea emplear un manejo de nuestra explotacion optimo.
1.2.6.1 Vacunacion

Para la prevenciéon de la PCP se han desarrollado varias vacunas con

resultados diversos, tanto experimentalmente como en campo (Cipridn 1990). La



vacunacién puede representar el mejor método de contro! desde un punto de
vista econdmico, disminuyendo de esta forma la prevalencia de pleuritis y
promoviendo animales con mejor ganancia de peso al mercado (Nielsen 1985).
Muchos experimentos han demostrado que la vacunacién con cepas homoélogas
han protegido contra la muerte y permitieron un desarrollo normal del animal.

En México Pijoan y col. en 1982 realizaron bacterinas en adyuvante de gel
de hidréxido de aluminio, mostrando que inducen inmunidad humoral y celular,
pero son poco eficaces para controlar la presencia lesiones pulmonares. Nielsen en
Dinamarca encontré que las bacterinas en adyuvantes oleosos protegen mejor que
las de adyuvantes gelificados; tambi,n confirmé que las bacterinas inactivadas
no confieren proteccién cruzada con oftros serotipos, como si sucede en forma
natural,

En los experimentos que se han realizado para determinar el poder
antigénico de los lipolisacdridos, cdpsula, proteinas membranales y hemolisina,
se ha demostrado que ninguno de ellos confiere una proteccion total, si no
solamente una proteccion parcial muy similar a la que proporcionan las vacunas
inactivadas comerciales.

Se han desamrollado también vacunas en base a extractos capsulares de
A. pleuropneumoniae con adyuvante de hidroxido de Aluminio que

subcutaneamente confieren buena inmunidad. Colmenares en 1990 probd la
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eficiencia protectora de la inmunizacién con proteinas de A. pleuropneumoniae,
utilizando 3 extractos proteicos de células completas de A. pleuropneumoniae y
desafiando a los animales a la exposicién experimental y encontré que sélo
protegen contra la muerte y no contra la infeccion.

Pijoan (/988) realizé6 experimentos donde compard las vias de
administracién de estas vacunas. Previamente se demostré que la combinacién
de A. pleuropneumoniae con un adyuvante oleoso producia abscesos en la zona
de inoculaci6n.

En el experimento de Pijoan (/988), se probaron las vias intraperitoneal y
subcutinea. En los resultados se demostré que por la via intraperitoneal no hubo
formacion de abscesos y que producia una inmunidad mucho mas sélida, que
permite resistir el desafio experimental. Las vacunas inactivadas y suspendidas
en aceite/agua, por via intraperitoneal, representan el medio mas eficaz para
prevenir la infeccion por A. pleuropneumoniae.

Se han estado haciendo trabajos para probar el uso de vacunas vivas
atenuadas que pudieran estimular una proteccion mas sélida y establecer resistencia
cruzada con otros serotipos. En Minnessota Pijoan y col han estado trabajando con
una cepa de baja virulencia denominada B.E.S., que se caracteriza por tener una
capsula mads laxa y expresar diferentes antigenos; se ha clasificado como el

subtipo 1b del serotipo 1. Esta variedad de A pleuropneumoniae reduce
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considerablemente la mortalidad y prevalencia de lesiones pleuriticas y existe un
incremento de peso al mercado.

A. pleuropneumoniae es un microorganismo que secreta una toxina
hemolitica muy parecida, si no idéntica a la Leucotoxina de Pasteurella
haemolytica y a su vez muy similar a la hemolisina de Escherichia coli;, quizas
todas ellas de un origen comtin, lo que no ha sido probado atin.

La hemolisina de A. pleuropneumoniae es uno de sus muchos factores de
virulencia, ademas de su capsula, LPS, proteinas membranales y fimbrias. Se
han estudiado ultimamente estos factores de virulencia, no sélo su
caracterizacion bioquimica, sino también la evaluacion de su poder antigénico y su
capacidad de proteger a los cerdos en el desafio experimental (Pijoan 1988).

El uso de bacterinas de 4. pleuropneumoniae inactivadas  se realizd al
poco tiempo de haberse diagnosticado el agente causal de la enfermedad. Shope
(1964) en sus estudios para demostrar la patogenicidad de la bacteria, realizd
la inoculacion de la bacteria viva por via subcutdnea y notdé que no habia
ninguna evidencia de enfermedad y solo en algunos casos observd la
formacion de induracion granulomatosa en el sitio de la inyeccion y ganglios
linfiticos regionales. Pero lo importante del experimento de Shope (/964), es
que dos de los cerdos a los que se les aplicé una dosis de A. pleuropnenmoniae y a

otro que se le aplicaron 2 dosis al postdesafio  intramasal con



A. pleuropneumoniae, junto con 3 cerdos testigos, so6lo éstos murieron
(Shope 1964). Desde entonces se han producido en el mundo infinidad de vacunas
inactivadas que han protegido a los cerdos (Rosendal y col. 1981) y ratones
(Sebunya y Saunders 1983). Pero no en todos los casos se ha logrado proteccién
completa ( Mason y col. 1982). En México (Pijoan y col. en 1978), al aiio
siguiente de haber diagnosticado la enfermedad, produjeron una bacterina
inactivada. Se demostré posteriormente que esas bacterinas en adyuvante de gel
(hidréxido de Aluminio) eran muy poco eficaces y protegian solo contra la muerte
pero no confra la enfermedad.

En Dinamarca Nielsen (/985), en forma similar, demostré que las vacunas
en gel no protegen contra la infecciéon, mientras que las de adyuvante oleoso
daban una mejor proteccion. El mismo Nielsen (/985), demuestra que no hay
reaccion cruzada entre los diversos serotipos. Sin embargo, los animales que se
recuperan de una infeccion adquieren una fuerte inmunidad contra todos los
serotipos.

Se han realizado ultimamente trabajos que analizan los factoreé de
virulencia de A. pleuropneumoniae determinando la antigenicidad y proteccién
conferida por estos antigenos (Pijoan, 1988). Jacques y col.(1988), mediante
microscopfa electrdnica, visualizaron el material capsular de varios serotipos

de A. pleuropneumoniae y en todos encontraron que estaban cubiertos por una



capa de material capsular, cuyo espesor era variable para cada serotipo de 4.
pleuropneumoniae, encontrando que a mayor espesor capsular habja mayor
virulencia de la bacteria.También trabajaron en la caracterizacién de LPS de 4.
pleuropneumoniae, encontrando que puede conferir inmunidad parcial contra este
microorganismo e inclusc al LPS  heterdloge de E.coli K15 también
estimulaba inmunidad. Rosendal y col. (/986) estudiaron la  eficacia
protectiva de extractos capsulares de A. plenropneumoniae, indicaron que las
capsulas de  A. pleuropneumoniae  estin constituidas de polisacaridos,
protefnas y lipopolisacaridos (LPS). Es interesante observar que la proteccion
conferida por el LPS purificado fue muy similar a la conferida por las vacunas
inactivadas, en adyuvante de gel.

Lo anterior sugiere que el principal componente protector de dichas vacunas
esta constituido por dicho antigeno. .

Lazaro (J978), estudid el papel de la cdpsula en la inmunidad contra 4.
pleuropneumoniae, uso mutantes no capsuladas y determind que la cdpsula es un
importante factor de virulencia, que solo confiere proteccién contra la muerte

pero no contra las lesiones.

Estudios recientes han demostrado la pr ia de proteinas restringidas
por hierro en 4. pleuropneumoniae, las cuales son antigénicas y normalmente se

presentan en el exterior de la bacteria. Estas proteinas no se expresan en



bacterias cultivadas in vitro, ya que el hierro en el medio inhibe su sintesis, por
ello se piensa que es probable que estén presentes en bacterias creciendo in vivo
donde hay muy poco hierro accesible, ( Pijoan 1988).

Quizas por estarazén las vacunas tradicionales no poseen estas proteinas
y no estimulan anticuerpos contra ellas. La presencia de anticuerpos. contra
proteinas determina si los animales tienen anticuerpos vacunales o infecciosos. No
esta bien determinado el papel de las proteinas en la respuesta inmune de cerdos y
si los anticuerpos contra estas proteinas son necesarios para una proteccion
confiable de los animales (Ciprian 1993).

Rapp y Ross (/986), obtuvieron sélo una proteccion parcial de los
animales vacunados con una suspensién purificada de proteinas membranales.

Colmenares (/990) determina que la vacunacion de cerdos con fracciones
proteicas de alto o bajo peso molecular no protegieron a los cerdos de la muerte al
desafiarlos experimentalmente, sin embargo, cuando se vacunan con todas las
fracciones proteicas del A. pleuropneumoniae si los protegieron contra la muerte,

pero no evitd la formacién de secuestros pulmonares con la bacteria en ellos.

1.2.6.2 Antibioticos.
Para el tratamiento de los animales afectados por A. pleuropneumoniae

se han implementado el uso de diversos antibidticos y quimioterapeiticos



por diferentes +vias de administracion y se han obtenido resultados muy
variables, pero la mayoria de las veces poco compensadores. No se puede decir
que haya un antibidtico o droga que logre controlar por completo la PCP, ya que
los distintos serotipos presentan una diferente susceptibilidad a las drogas e
incluso hay cepas que han desarrollado una marcada resistencia a una gran
cantidad de antibidticos y quimioterapicos empleados para su tratamiento. En
Minnessota se reporta que el A. pleuropneumoniae ha  demostrado mayor
sensibilidad a la ampicilina, gentamicina, penicilina G y ser medianamente
sensible a las tetraciclinas. Por otro lado Ciprian, en 1990 reporta que el
serotipo 1 de A. pleuropneumoniae sélo resulto sensible a la novobiocina,
Carbencilina y al Acido Nalidixico, y de ahi en fuera resistente a todos los
demas antibidticos y quimiotérapicos. Las Sulfas mostraron poca efectividad
contra A. pleuropneumoniae segin Mengelers (/982), y sélo mostré6 marcada
efectividad 1a Sulfacloropiridazina; en cambio con las otras Sulfas se mostro
wna dependencia del A. pleuropneumoniae hacia ellas para su crecimiento,

En base a todo lo anterior algunos investigadores como Pijoan (7988),
recomiendan hacer una serologfa estratificada para detectar el momento en que
los animales son seropositivos y en base a esta edad en que se afectan, realizar
una vacunacién !S5 dias antes del supuesto brote, aunado a una medicacion

masiva durante esos 15 dias y 15 dias después de la edad en que se demostrd



seropositividad. Recomienda hacer una segunda vacunacién 15 dias despies de la
primera para elevar la inmunidad en el hato. Todo esto claro est4, conociendo el
serotipo o serotipos presentes en cada explotacién y la sensibilidad de dicho A.

pleuropneumoniae a los antibiéticos.

1.3 Virus de la enfermedad de Aujeszky:
1.3.1 Antecedentes

La enfermedad de Aujeszky se descubrié por primera vez en Hungria por
Aladar Aujeszky en el ano de 1902. Se encuentra ampliamente distribuida en
todo el mundo. A partir de los afios 70's es cuando incrementa su incidencia y
esto coincide con el desarrollo porcicola mundial; siendo reportada por primera
vez en México en 1975 en la zona central del pais, causando graves dafios a la

porcicultura nacional.

1.3.2 Caracteristicas de la enfermedad

La Pseudorrabia ataca a casi todas las especies de animales domésticos
produciéndoles a todas ellas excepto al cerdo, un prurito intenso local y muerte
en un lapso de 24 a 48 hrs. En los cerdos produce una elevada mortalidad en los
lechones y es mas benigna en cerdos adultos, se considera que el cerdo es el

reservorio natural del virus (Gustafson 1975, Kojnok 1965).
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Esta enfermedad es causada por un virus ADN de la familia Herpes,
sybfamilia alphaherpesvirinae, denomindndose virus herpes porcino tipo 1 (PHV1).
Es un virus generalmente muy resistente al medio ambiente, pero es altamente
sensible al calor, luz ultravioleta, ebullicion y a desinfectantes como los
cuaternarios de amonio, acide peracatico, hidréxido de sodio y el fenol al 5%
entre otros.

Como miembro de la familia Herpesviridae, es muy comin su estado
latente de infeccion en los cerdos portadores, por ello que la forma de entrada mas
comiin del virus a una granja es atraves de animales de reciente adgquisicion para
reemplazos vy que se encuentran aparentemente sanos En algunos casos la
enfermedad no se manifiesta sino hasta 20 meses después (Gustafson 1975, Bitsch
y Andersen 1932).

Los cerdos se infectan principalmente por inhalacién de acrosoles con el
virus o por contacto nasal entre animales sanos y enfermos. La infeccién por via
oral se produce al consumir alimentos o leche contaminada. También existe la
transmisiéon durante la monta, inseminacion artificial e intrauterinamente por via
transplacentaria al embrién o al feto (Hsuy col. 1984; Iglesias 1987, [glesias y
Harkness 1988).

La susceptibilidad a la infeccion depende en cierto grado de la virulencia de

la cepa viral, la cantidad de virus, via de entrada, especie animal, edad del
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animal, situaciones de estres siendo la via mas accesible la nasal, siendo los
jovenes los mas afectados.

Hay excrecitn viral aun antes de la aparicién de los signos clinicos (Mac
Cullough 1988). Después de la infeccién , hay exc.recién nasal del virus
dusante un periodo de 10 dias y en forma intermitente por otros 7 dias. En
secreciones vaginales y seminales se le encuenﬁa después de 12 dias, Se excreta
también por leche durante 2 a 3 dias; rara vez se le encuentra en orina y no hay
reportes de hallazgos en heces, Mac Cullough (1988).

Para el establecimiento de la enfermedad de Aujeszky influye sin duda el
grado de proteccion de cada animal; ya que los cerdos vacunados requieren de 100
a 1000 veces mas virus que los cerdos no vacunados, claro que también influye
el nimero de animales existentes, mancjo e instalaciones de la granja, asi
también el mimero de animales enfermos.

El genoma del virus de 1a enfermedad de Aujeszky tiene la capacidad de
integrarse al DNA celular y reactivarse bajos ciertas circunstancias, situacién que
se denomina " infeccion latente o latencia”, y se caracteriza por la permanencia
del virus o su genoma en el animal de por vida (Stevens 1971).

Esta infeccion puede también producirse en animales con anticuerpos

calostrales o vacunales pero en menor grado (Stevens 1971).
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Bajo ciertas circunstancias en este estado de latencia puede reactivarse el
virus y producirse excrecién del mismo.

Experimentalmente se ha logrado la reactivacién del virus con la aplicacion
de prednisolona, dexametasona, fluctuaciones de la temperatura ambiente ( de 18°
-19°Ca22° - 23°C) y aplicacién intranasal de prostaglandina F2a (Nittman y
col, 1989).

A los 4-9 dias después de la inmunosupresion hay excrecion viral
presentando signos clinicos débiles y segin Wittman (/989), hay un aumento
en el titulo de anticuerpos posterior a la reactivacion. )

A nivel de campo se seflala que el virus no se reactiva tan facilmente
( Wright y col. 1982).

No se ha demostrado la latencia del virus con cepas vacunales (Wittman y
Risha,1989).

La enfermedad en cerdos adultos presenta signos ligeros con rapida
recuperacién. En hembras adultas hay fiebre, anorexia, depresién y vomito. En
el primer tercio de la gestacién hay maceracion fetal y al término puede ocurrir
presencia de animales nacidos muertos.

Sin duda, lo devastador de la enfermedad se da en los animales
lactantes, en los cuales puede haber una mortalidad de hasta un 100% durante las

2 primeras semanas de vida (Pijoan y col. 1982).
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La enfermedad en el cerdo se caracteriza principalmente lpor signos
nerviosos y lesiones en el Sistema Nervioso Central (Olander y col 1966),
sin embargo los signos respiratorios pudieran ser la principal caracteristica de la
enfermedad (Corner 1985, Baskerville 1971, y Baskerville y col 1971). Se han
aislado cepas atenuadas de campo capaces de producir problemas
respiratorios (Boden y col 1968).

Hay cepas virales con una mayor afinidad por aparato respiratorio y en
menor o mayor grado al Sistema Nervioso Central.

Las cerdas vacunadas, o que han sufrido la infeccion y se han recuperado,
son capaces de transmitir anticuerpos a sus lechones, los cuales quedan protegidos
contra la enfermedad, pero no contra la infeccién. Estos anticuerpos comienzan a
declinar despies de la 3er. semana quedando sin proteccion a la 8a. semana de

vida, que es la edad en que se deben de vacunar.

1.3.3 Prevencién y control
La mejor prevencién en la enfermedad de Aujeszky se logra con no tenerla
en la explotacién, teniendo un adecuado sistema de seguridad en instalaciones,

»
en pocas palabras llevando a cabo un programa de manejo adecuado.
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1.3.3.1 Vacunacion

Las vacunas contra la enfermedad de Aujeszky son de tres tipos, las
inactivadas (virus muerto), las atenqadas (virus vivo), asi como las obtenidas por
ingenieria molecular y genetica.

Vacunas inactivadas.- La proteccion conferida por las vacunas a virs
muerto, también llamadas inactivadas, contra la enfermedad de Aujeszky que
existen actualmente, varia mucho entre marcas.

En la elaboraciéon de vacunas inactivadas intervienen numerosos
factores que son criticos, en Rusia se probaron vacunas inactivadas con sulfato de
cobre, etanol o formaldehido y como adyuvantes el hidroxido de aluminio o
saponina. Los mejores resultados se obtuvieron con formaldehido e hidréxido de
aluminio.

Las vacunas inactivadas pueden potenciar la transferencia de inmunidad
matemna satisfactoriamente si su calidad, método de inactivacién, adyuvante y
vehiculo utilizado son correctos. La proteccion a nivel local por medio de la
inmunoglobulina G en el calostro es importante y por lo tanto en los sistemas de
destete precoz debe considerarse el inicio répido de la vacunacion de lechones.
El calendario de vacunacién es de suma importancia tantopara las crias como

para los progenitores (Mc. Cullouch, 1989).
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Las vacunas inactivadas pueden inducir diferentes tipos de respuestas. El
estimulo de la inmunidad celular inmediata es fundamental, puesto que esta
interviene en la recuperacion y en la resistencia al desafio y la inmunidad
humoral en la susceptibilidad inicial (Wittmann, G.;Leitzke, I.;Hohn, V. 1985).

Vacunas atenuadas.- Los virus atenuados se pueden obtener por pasaje en
cultivo de tejidos, lo que reduce su virulencia para los cerdos y entonces es posible
emplearlos como vacunas, pero este procedimiento no es siempre satisfactorio.
En Alemania se desarroll6 una cepa atenuada con alto poder inmunogénico que
sin embargo, era patogéna para lechones carentes de anticuerpos matemos,
también se han atribuido brotes de pseudorrabia en bovinos al uso de vacunas a
virus atenuado en cerdos de granjas vecinas a establos o lugares donde se tiene
ganado bovino. Sin embargo, la administracién de grandes dosis de vacuna por
via intranasal a becerros no ha resultado en la inducciéon de la enfermedad de
Aujeszky, ni de fiebre o cualquier otro signo patologico o produccion de
anticuerpos neutralizantes antiherpes porcino 1 (Qirschot y Waali, 1987).

También se debe de considerar que no todas las vacunas atenuadas son
efectivas pues esto va a variar segun la cepa y las condiciones de manejo y
vacunacion.

La via de aplicacién de las vacunas atenuadas parece ser importante, la

comparacion de vacunaciones intranasal y parenteral, ha revelado que se
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obtienen mejores resultados con la primera. Ya que los cerdos vacunados por la
primer via tuvieron periodos mas cortos, de interrupcion del crecimiento y
de eliminacion del virus virulento después del desafio (Oirschot y Leeuwl. 1985)

A pesar de pequenas discrepancias la mayoria de los investigadores
coinciden en que ningiin tipo de vacuna impide que el virus de campo patogéno se
establezca después del desafio.

Después de una campaiia de vacunacion en Bélgica, en cerdos de engorda, se

concluyé que la vacunacion no proporciond proteccion completa, ni contra la
infeccién ni contra el desarrolle de la enfermedad clinica usando vacunas
atenuadas o inactivadas, por lo que las probabilidades de erradicar la enfermedad
por vacunacion se consideran remotas. La vacunacion, no obstante, redujo las
pérdidas econdmicas al disminuir la severidad de la enfermedad. Las vacunas
vivas, se postuld, son capaces de superar la inmunidad materna e inducir buena
inmunidad, pero la principal desventaja es su dudosa seguridad.
Vacunas avirulentas.- El concepto de cepas avirulentas es un tanto nebuloso, por lo
que algunos autores utilizan los términos de cepas clonadas o modificadas, pero
de cualquier manera constituyen la tercera generacion de vacunas, siendo las
inactivadas la primera y las atenuadas la segunda.

Aunque algunos autores consideran que las vacunas atenuadas son mas

eficaces que las inactivadas, ninguna de ellas da proteccion completa contra el
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desafio con un virus virulento. Los virus atenuados se obtienen por pasajes en
cultivo de tejidos y por consecuencia se introducen mutantes en una forma
descontrolada y la mayoria de las cepas atenuadas contienen diversas variantes.
Por estas razones se recurrio a la tercera generacion de vacunas, Una de ellas fue
producida por la llamada ingenieria genética a partir de una cepa de campo
virulenta a la cual se le quitaron o eliminaron las regiones "U" del genoma que
estaban asociadas con la virulencia. Las mutantes generadas resultaron
altamente inmunogénicas y wvieron reducida fuertemente su  virulencia
(Oirschot y Leeuw. 1985).

En un experimento con la cepa Bucarest, se produjo la cepa Timidina
quinasa negativa, sin la region tnica de virulencia, la mutante se replicé bien en
cultivo de tejidos y no revertid a virulencia in vivo, ni se volvid positiva, ain en
medio selectivo para cepas Timidina quinasa positivas, La vacuna, aplicada por
via intramuscular, indujo formacién de niveles elevados de anticuerpos y
proporciond proteccion contra el desafid, pero no previno la infeccidn tonsilar
persistente.

Otra cepa avirulenta Timidina quinasa negativa di6 mejores resuitados,
pues protegié a lechones desde las 3-4 semanas contra el desafié con wvirus
virulento; y la cepa vacunal no fué recuperada de ningiin ganglio linfatico de los

cerdos y la cepa virulenta de desafio no fue recuperada de la mayoria de los
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ganglios linfiticos de los cerdos expuestos y desafiados (Easterday y col.
1975.)

Recientemente, se desarrolld una vacuna por ingenieria genética,
obteniendo una mutante del virus carente de los genes productores de
glicoproteinas, que son los responsables de la liberacion de viriones por las
células, y es ademas Timidina quinasa negativa, esta cepa, llamada delta-Gx-
delta tk, protegié a lechones contra el desafid y los animales no mostraron
efectos adversos en ganancia de peso, pero no hubo reduccién en la
eliminacién del virus virulento el desafid, resultando la cepa vacunal ligeramente
virulenta para becerros, perros vy gatos. La Unica ventaja adicional de esta
vacuna fué que los animales vacunados no desarrollaron anticuerpos contra
glicoproteinas (gi,gx), por lo que se puede usar la prueba de ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA) para detectar la presencia de
antiglicoproteinas y  diferenciar  entre cerdos vacunados e infectados
naturalmente (Wardley y Thomsen, 1988.).

Debido a que la aplicacion de vacunas a wvirus vivo, avirulentas o
atenuadas, no ofrecen ninguna ventaja adicional real en cuanto a proteccion se
refiere sobre las vacunas inactivadas, la tendencia actualmente en casi todo el
mundo es utilizar las vacunas a virus muerto para el control de la enfermedad

de Aujeszky y de ninguna manera garantiza su erradicacién.
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1.4 Interaccion virus-bacteria en la presentacion de neumonias

Existen evidencias de que hay una marcada interaccién entre los agentes
virales y bacterianos en la presentaciéon de neumonfas en todos los animales
domésticos (Falcon 1989).

Los agentes primarios son aquellos que per se son capaces de producir
enfermedad, sin la necesidad de otros factores (Otto y Clarence, 1983).

Hay cicrtos agentes que se consideran secundarios por su incapacidad
para producir por si solos un cuadro de neumonia, y por el contrario, se ha
sefialado que cuando hay neumonias, tanto en animales como en el hombre, el
comienzo de dicho proceso tiene una‘etiologia viral (agente primario) y los
agentes que eran considerados como incapaces de producir por si solos la
enfermedad, se ven ahora favorecidos por las condiciones presentes y participan
activamente en la presentacién y en las lesiones neuménicas. Esto tal vez se
explique en base a que casi todos los agentes virales que atacan al aparato
respiratorio causan una disminucién de los mecanismos de defensa de dicho
aparato. Sin duda, influyen las alteraciones funcionales y estructurales en el
aparato mucociliar, lo que ficilita la entrada, permanencia y multiplicacién de
agentes secundarios.

Este efecto sinérgico, es mas marcado cuando los agentes involucrados

son dos agentes primarios. Es decir, que el dafio que cada uno de estos puede
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producir separadamente en el tracto respiratorio, se ve  todavia
incrementado, cuando actua conjuntamente con otro agente pnmario que
afecte al aparato respiratorio. Tal es el caso de lo que Matthews y Pattison
demostraron en 1961, cuando al inocular a cerdos intratraquealmente
con virus de fiebre porcina clisica desarrollaron signos de la enfermedad con
ligera lesion pulmonar y al adicionar Haemophilus parainfluenzae al inoculo que
contenia el virus, se agravaron los signos y las lesiones del sistema
respiratorio.

Un proceso similar pero con el virus de fiebre porcina clisica en
combinacion con Pasteurella multocida, fué observado por Pijoan y Ochoa en
1978, encontrando lesiones mas severas a nivel pulmonar cuando se
inoculaban ambos agentes en forma secuencial,

Se tienen ciertos antecedentes que sugieren que la enfermedad de Aujeszky,
facilita la colonizacién y dafio pulmonar por ofros agentes como el A4
pleuropneumoniae y son :

a) Ef virus se puede multiplicar en nasofarige, triquea y pulmadn, produciendo
lesiones leves en el tracto respiratorio. Beeker en 1964 reporta que hay cepas
de Aujeszky neumotropas asociadas a pneumonias severas, y las lesiones que
causa son casl indiferenciables de las causadas por la neumonifa enzobtica y la

influenza porcina ( Livingstone y col. 1972, Easterday 1975).
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b) La enfermedad se manifiesta en forma subclinica en los cerdos de engorda,
pudiendo pasar desapercibida o cursar con alteraciones respiratorias variables,
pudiéndose acompanar de leves alteraciones nerviosas (Akkermans 1976).

c) Las cepas pneumotropas, las atenuadas naturalmente y las vacunales se
comportan en forma similar en sus marcadores de virulencia (Bartha 1961,
Badon y col. 1968, Platt 1979).

d) En explotaciones porcicolas de mas de 100 vientres, donde no hay una
inmunidad solida del hato y el virus continia circulando o por la latencia de la
enfermedad o ambas situaciones, puede que existan ciclos de reinfeccion que
causen formas clinicas leves y dafios respiratorios en cerdos de engorda
(Akkermans 1970, Toma y coi. 1981).

e) El virus de la Influenza porcina y/o el virus de la Enfermedad de
Aujeszky se encuentran en mayor proporcion, en explotaciones de cerdos de
engorda con problemas respiratorios.

Pijoan (/988) sefiala que es comin encontrar brotes de PCP como
resultado de que los animales se infectaron previamente con el virus de la
Enfermedad de Aujeszky (VEA) que es altamente inmunosupresor.

Badiola y Pujols en 1984 demostraron en un estudio de rastro, que un alto
porcentaje de pulmones con lesion, resultaron positivos al virus de Aujeszky y

de estos pulmones positivos a Aujeszky un alto porcentajes también resultd
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positivo al aislamiento de Pasteurella multocida mientras que fué minimo en los

pulmones normales.

1.4.1 Sinergia entre VEA Y A. plevropnewmoniae

En 1989 Falcin determind la posible asociacion de el virus de la
Enfermedad de Aujeszky (VEA) en la presentacion de la Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina (PCP) y para esto se realizaron dos estudios, En el primero se
utilizaron 60 pulmones con lesion de PCP y 40 sin lesiones aparentes, asi como la
sangre acantonada en el corazén de cerdos sacrificados en el rastro. Se usaron
téenicas 'bacleriolégicas para ¢l aislamiento de A pleuropneumoniae y
seroldgicas (ELISA) para la deteccién de anticuerpos contra .VEA. En el
segundo cstudio se utilizaron 12 cerdos hibridos, recién destetados, libres de
anticuerpos  contra Colera porcino, Ensipela y VEA, se vacunaron contra
pseudorrabia y sc distribuyeron en tres grupos de cuatro animales cada uno, se
designaron al azar los siguientes tratamientos: grupo | testigo, grupo 2 inoculado
por via intranasal con 1800 TCIDs0 de virus de la Enfermedad de Aujeszky cepa
Shope y el grupo 3 que recibio ¢! mismo tratamiento anterior mas una
nebulizacién con 14 mi. de una suspension bacteriana que contenia 2 X 104 de 4.
pleuropneumoniae serotipo 1 /ml., dos dias después de la incculacion con el virus,

se registraron los signos clinicos, se sacrificaron y se determiné el area pulmonar
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afectada y se realizd bacteriologia, histopatologia e inmunofluorescencia de
los érganos afectados. En el primer estudio se logré el aislamiento de la bacteria en
57 (95 %) de los pulmones con lesién, de los cuales 46 (76.7 %) resultaron
positivos a VEA. Un pulmén con lesién en que no se logrd aislar la bacteria,
resultd positivo a VEA., De los pulmones sin lesion, no se obtuvo aislamiento
bacterianoy 14 (35 %) de ellos resultaron positivos a VEA, encontrandose
evidencia estadistica (P<0.01) de la asociacién entre los dos agentes en la
presentacion de PCP. En el segundo estudio los cerdos del grupo 2 mostraron
signos respiratorios leves y fiebre, se sacrificaron siete dias postinoculacién y a
la necropsia se encontrd lesién en los lobulos pulmonares apicales y cardiacos que
abarcaron el 32 % de la superficie pulmonar. Microscopicamente se encontré
neumonia exudativa con edema, congestion y hemorragias se observaron
corpisculos de inclusién intranucleares y el exudado fué de células
polimorfonucleares. Los cerdos del grupo 3 presentaron signos respiratorios
severos, ficbre, emesis, y hemoptisis unas horas antes de la muerte, los pulmones
estaban afectados en todos sus 16bulos y las lesiones se extendian en el 51 %
de su superficie. Microscopicamente se encontré neumonia exudativa de células
mononucleares, pleuritis, necrosis coagulativa, trombos, edema, células
transformadas y corpusculos de inclusién intranucleares. Se aisld la bacteria

inoculada, de los pulmones de los cerdos del grupo 3 y se detecté la presencia del
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virus en todos los pulmones de los grupos 2 y 3, la extension de la lesién fue
estadisticamente mayor (P<0.05) en los pulmones de los cerdos del grupo 3. La
asociacion del virus con la bacteria ocasioné lesiones mas severas que causaron
Ia muerte del animal.

Este tipo de situaciones puede suceder en el campo y por consiguicnte
tras la vacunacién contra la Enfermedad de Aujeszky se pueda presentar la

Pleuroneumonia Contagiosa Porcina en forma Epizootica.
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2.- OBJETIVOS.

2.1, Planteamiento del objetivo general

E! objetivo principal de la tesis fue la elaboracién y evaluacion de un
inmundgeno bivalente a base del virus de la enfermedad de Aujeszky y
Actinobacillus pleuropneumoniae, en donde el virus de la Enfermedad de Aujeszky
actua en forma inicial en los brotes de Pleuroneumoenia Contagiosa Porcina.
2.2, Objetivos particulares
2.2.1. Establecer un centro pilote de cerdos libres de patogenos especificos
(S.P.F.), para contar con un suministro de cerdos con alto valor sanitario, a un
costo menor y con mayor facilidad de disposicién.
2.2.2. Evaluar los signos clinicos, en los diferentes grupos experimentales.
2.2.3. Evaluar las lesiones macroscopicas asi como las microscopicas de los
diferentes grupos de trabajo.
2.24. Realizar la recuperacién del Actinobacillus pleuropneumoniae de
los grupos en los que se inoculd.
2.2.5. Identificar a el virus de la enfermedad de Aujeszky a partir de los grupos
en los que se vio involucrado.
2.2.6. Realizar la serologia correspondiente a todos los grupos, para determinar su

estado inmunoldgico.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1 Animales

Para la elaboracion de este experimento se utilizaron 20 lechones con un
promedio de 30 dias de edad, obtenidosdel centro piloto de cerdos S.P.F. del
CENID-Microbiologia, los cuales fueron resultado de la cruza de 4 hembras
F1(York-Landrace) con 3 machos hibridos.

3.1.2 Instalaciones
3.1.2.1 Centro piloto de produccion de cerdos S.P.F.

Para el confinamiento de los progenitores de los lechones se utilizaron parte
de las instalaciones del area de Epizootiologia del CENID-Microbiologia, las
cuales cuentan con el equipo y las normas de bioseguridad necesarias para la
produccion de este tipo de animales (ventanas dobles, puertas de seguridad tipo
quirofano, extraccion e inyeccion de aire automdtica, temperatura y humedad
controlada, acceso restringido y drenaje automatizado del tipo "Flush Tank",)

En el interior de esta zona se conté con 5 zahurdas contiguas las cuales
cuentan con piso de dos tipos, una porcion es de concreto a la cual se le

adicion6 arena previamente esterilizada y en la otra porcién se contd con piso de
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rejilla suspendida, en la zona de rejilla se encontraban los bebederos
automiticos tipo cazuela, y en la zona de concreto comederos tipo canoa. .

Frente a estas zaurdas, separadas por un pasillo de 90 cm. se encontraban 4
jaulas de maternidad, conformadas cada una por una zona central para la hembra
con su respectivo comedero y bebedero, dos zonas laterales para lactancia y un
nido con fuente térmica, todo el piso era de tipo rejilla y se contaba con un pasillo
en la zona de los nidos el cual funcionaba para el chequeo de los lechones

(FIGURA#1)

3.1.2.2 Zona de aislamiento

Era parte del departamento de Epizootiologia del CENID-
Microbiologia en la cual se ubicaron los lechones post-destete, y contaba
con dos dreas una blanca y una sucia. EI rea blanca constaba de un pasillo
central con un cuarto de botiquin, acceso al almac,n de alimento y acceso a la
entrada de los cubiculos de aislamiento, la cual estaba conformada por una
puerta de entrada con tapete sanitario, un lavabo con una coneccion para
manguera y una ldmpara de luz ultravioleta. La parte donde se encontraban los
lechones contaba con una ventana de doble cristal para observaciones, piso de

concreto, bebedero autom tico tipo cazuela y comedero tipo tolva y dos puertas
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FIGURA: 1

CENTRO PILOTO S.PF. (C.E.N.1.D.-M.)

P :PUERTAS
F.Y.: FLUSH TANK
V.0.: VENTANA
OBSERVACION
C : COMEDEROD
Cm.: CORRAL DE
MONTAS

Tr.: TARJA

Jr.: JAULA
AEPORDUCTORA
B : BEBEDERO
N :NDO

L : LECHONERA
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de acceso una hacia el drea blanca y la otra a el drea sucia. Esta tltima, cual
estaba formada por un pasillo que circundaba a los cubiculos de aislamiento y
servia para el transpbne de las deyecciones solidas hacia el incinerador, el
desague de los cubiculos se interconectaba entre si y se vertia en una fosa
séptica a la cual se le adicionaba hidréxido de sodio como medida de bioseguridad.
En esta unidad de aislamiento se encontraba una sala de necropsias la cual

contaba con acceso mediante dos puertas siendo una para cada irea. (FIGURA #2)

3.1.2.3 Camara de nebulizaci6n para el desafio experimental.

Se contd con una cémara de nebulizacién de lamina galvanizada construida
segin el diseno de Sebunya y col.(/983), equipada con tres nebulizadores
médicos (Devilbiss, Somerset, PA., mod.450), conectados a una compresora de
aire. Esta camara contaba con ruedas para su mas ficil movilizacion, sistema de
aire estéril, rampa de acceso, puerta de apertura rdpida y un drenaje para los
liquidos de desinfeccion y de los mismos desechos de los cerdos.

La presién de salida del aire del compresor se regulé a 2 Kg/om® , para
obtener asf particulas de la nebulizacion con un didmetro estimado de 0.5 a 5

um. (FIGURA # 3)
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FIGRA ¢ 2 UNIDAD DE AISLAMIENTO
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3.1.3 Alimento

E! alimento que consumieron los animales en el centro piloto fué marca
comercial Purina especifico para su estado fisiologico, sin antibidtico. Los
lechones consumieron desde las dos semanas de vida alimento lechoncina de la
misma marca sin antibidtico.
3.1.4 Microorganismos
3.1.4.1 Virus de la enfermedad de Aujeszky

Atravéz del Departamento de Epizootiologia del CENID-
Microbiologia se obtuvo la cepa Teoloyucan del virus de la Pseudorrabia en linea
celular PK 15 que mostrd un titulo de 10° en ratén, por lo que fué necesario
concentrarlo con un sistema de ultrafiltracion (Minitan, Millipore),
determindndose posteriormente ¢! titulo que fué de 10° . Una parte del lote de virus

se utilizd6 como semilla vacunal. El virus de desafio se ajusté a 1800 DICT/ml.

3.1.4.2 Actinobacillus pleuropneumoniae.

Se cultivo y se obtuvo biomasa de A. pleuropneumoniae serotipo 1. La
biomasa de A. pleuropneumoniae se lavé tres veces en solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS), y se ajusté por nefelometria a 10® bacterias/ml. Los cultivos se
realizarén en medio BHI suplementado con extracto fresco de levadura al 10 %.

3.2Métodos
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FIGURA 3

Vista [soméditrica de la cdmara de¢ nebulizacidn disefada
para el desafto exper:mental de low cerdos. P, puerte: R,
ramps de accesmo: V. ventans: F. filtro; FE, extractor: N,

nebulfzrador; D, drenaje.
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3.2.1 Preparacion de los inmundgenos
3.2.1.1 Obtencién del virus

La cepa Teoloyucan del virus de la enfermedad de Aujeszky, cultivada en
linea celular PK15 se utilizé como semilla vacunal y virus de desafio. El cultivo
de la cepa viral tuvo un titulo de 10* en raton por lo que fué necesario concentrar
por medio de un sistema de ultrafiltracién (Minitan, Millipore.), posteriormente
se determiné el titulo que fue de 10° . De este lote se utiliz6 una parte como
semilla vacunal inactivindose con B-propiolactona. También se utiliz6 una parte
de éste cultivo ajustandose a 1800 DICT/ml. como virus de desafio.
3.2.1.2 Elaboracion de la cepa bacteriana

Sé cultivo y se obtuvo biomasa de Actinobacillus pleuropneumoniae
serotipo 1. La biomasa de A. pleuropneumoniae se lavo tres veces con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) y se ajusto por nefelometia a 10
bacterias/ml. Los cultivos se realizaron en medio BHI suplementado con
extracto fresco de levadura al 10 %. Este cultivo se utilizd como semilla de
desafio y vacunal a la que posteriormente se le inactivo con formaldehido y se le

adiciond el adyuvante de hidréxido de aluminio.

3.2.1.3 Elaboracién del inmundgeno bivalente
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Consistié en combinar la semilla del virus de la Pseudorrabia con titulo en
ratén de 105 /ml. con Actinobacillus pleuropneumoniae con un titulo de 108 /ml. en
el adyuvante, envasandose al final en viales estériles.
3.2.1.4 Control de calidad

Se evalud mediante la siembra de los inmunégenos en medios de cultivo en
condiciones aer6bicas y anaerdbicas e inoculindolos a ratones y manteniéndolos
en observacion por un perfodo de 15 dias, cumpliendo asi con las normas del "Code
of Federal Regulations del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de
América".

3.2.2 Diseno experimental

Se formaron cinco grupos experimentales a partir de 2 camadas de 10
lechones SPF, destetados a los 30 dias de edad promedio, obtenidos del centro
piloto del CENID-Microbilogia. Cada grupo experimental constio de 4 lechones
y se confind cada uno de ellos en un cubiculo de la unidad de aislamiento. Se les
dié un periodo de adaptacion de siete dias antes de iniciar el experimento.

Los grupos quedaron de la siguiente manera :

Grupo 1) ,ste file vacunado con el virus de la enfermedad de Aujeszky y
desafiado con el mismo.

Grupo 2) los animales de est, grupo fueron vacunados contra A

pleuropneumoniae y desafiados contra A. pleuropneumoniae.
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Grupo 3) vacunados contra el virus de la enfermedad de Aujeszky,
desafiados contra el mismo y 4. pleuropneumoniae.

Grupo 4) sin vacunar y desafiados contra 4. pleurgpneumoniae.

Grupo S) vacunados con el virus de la Enfermedad de Aujeszky y 4.
pleuropneumoniae y desafiados con los mismos.

3.2.3 Vacunacion de los diferentes grupos con VEA y App.

Grupo 1) Se vacuné contra €l virus de la Enfermedad de Aujeszky el dia
1 del experimento con 2 ml/intraperitoneal por animal.

Grupo 2) Se vacuné contra Actinobacillus pleuropneumoniae el dia 1 del
experimento con 2 ml./intraperitoneales por animal.

Grupo 3) Se vacund contra el virus de la Enfermedad de Aujeszky el dfa
1 del experimento con 2 ml/intraperitoneal por animal.

Grupo 4) Se vacuné con 2 ml. solucién salina fisiolégica el dia 1 del
experimento por via intraperitoneal.

Grupo 5) Se vacun6é contra el Virus de la Enfermedad de Aujeszky y
con Actinobacillus pleuropneumoniae el dia 1 del experimento utilizando el
inmundgeno bivalente a estudiar, con una dosis de 2 mV/intraperitoneal por animal.
3.2.4 Desafio con el virus de la Enfermedad de Aujeszky.

Los grupos uno, tres y cinco se desafiaron el dia 10 del experimento con

1800 DICT por via intranasal (2 ml.)
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3.2.5 Desafio con el Actinobacillus pleuropneumoniae.
" Los grupos dos, tres, cuatro y cinco se desafiaron con Actinobacillus
pleuropneumoniae por nebulizacion de 3 x 10® bacterias /ml. en un total de 14

ml. en 30 minutos y esto se realizo el dia 14 del experimento. (CUADRO# 1)

3.2.6 Sacrificio y necropsia.

Los cerdos de los cinco grupos se sacrificaron el dia 30 del experimento (16
dias postdesafio con App.), utilizando Azaperona (2mg/kg p.v. LM.) para
sedacién y Clorhidrato de metomidato (1.5mg/kg p.v. 1.V.) para su anestesia,
posteriormente se realizo la exsanguinacion de todos los animales y se procedié a
realizar la necropsia de rutina.

3.3 Evaluaci6n de las lesiones macroscépicas
3.3.1 Evaluacién de lesiones pulmonares por planimetria.
Todos los pulmones fueron removidos y las dreas de lesion pulmonar

fueron evaluadas bajo el sistema descrito por Cipridn (/988).

3.4 Toma de muestras
3.4.1 Histopatologia
Durante la necropsia se tomardn muestras de aproximadamente 1 cm® de

cerebro y pulmoén, y fueron fijadas en formalina amortiguada al 10 %, se incluyerdén
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en parafina y se hicieron cortes en un microtomo de 6 micrémetros de espesor,
posteriormente se tineron con hematoxilina eosina para su observaci6n.
3.4.2 Recuperacion del agente
3.4.2.1 Recuperacion e identificacion del App.

Se realizaron siembras de pulmoén, corazon, rinén, higado y bazo en medio
BHI agar adicionado con 5 % de globulos rojos, posteriormente se les aplicé la
cepa nodriza de Staphylococcus aureus y se procedieron a incubar en .
condiciones adecuadas. Las colonias que mostraron satelitismo se reaislaron y se
procedio a evaluarlas con antisueros de Actinobacillus plenropneumoniae en
sus diferentes serotipos.
3.4.2.2 ¥dentificacién del virus de la pseudotrabia

El virus se identificé por la técnica de anticuerpos fluorescentes segin
Falcon (/989), realizandose a los siguientes organos: pulmén, corazén, rifidn,
higado, bazo y encefalo.

Prueba de anticuerpos fluorescentes.

Esta prueba determina ta presencia de antigenos del virus de la enfermedad

de Aujeszky, mediante el empleo de anticuerpos especificos teflidos con

isotiocianato de fluoresceina. Su procedimiento a grandes rasgos es el siguiente:
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A un corte de la muestra del érgano a evaluar se le adiciona el a.nlicuerpo
especifico, el cual se encuentra tenido con el isotiocianato de fluoresceina, se
incuban y se lava, para eliminar el anticuerpo que no se unié al antigeno y se
procede a observarse en ¢l microscopio de fluorescencia, donde si la muestra
es positiva a la enfermedad sospechada, se¢ observara la unién del antigeno

anticuerpo mediante la fluorescencia del anticuerpo especifico.

3.5 Obtencion de sueros
3.5.1 fechas de sangrado en los grupos experimentales.
Las fechas de sangrado en los cinco grupos experimentales

fueron las siguientes:

ler. sangrado dial

20. sangrado dia 10
3er, sangrado dia 14
40. sangrado dia 16
So. sangrado dia 20
60. sangrado dia 30

De las muestras sanguineas obtenidas se procedié a centrifugarlas y

obtener los sueros que sirvieron para las pruebas serolégicas correspondientes.
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3.6 Pruebas serolégicas
3.6.1 Prueba de Pleurotest.

Esta prueba fue diseilada por el Cipridn y col.(/992), es una aglutinacién en
placa, de realizacién sencilla, ripida y econémica, que sirve para identificar
a los animales que se encuentran infectados por App. de los que estan
vacunados o son libres de esta enfermedad y su procedimiento es el siguiente :

Se estabilizan los sueros junto con el ant.igeno de la prueba a temperatura
ambiente por un corto periodo de tiempo, posteriormente se colocan las
muestras de suero en los pozos de la placa del pleurotest y se les adiciona el
antigeno correspondiente al serotipe que se busca, se homogeniza con el palillo
mezclador y se procede a relizar una evalvacidén cualitativa, en donde los sueros
de los animales infectados junto con el antigeno especifico se aglutinaran dando la
apariencia de grumos, mientras que los sueros de los animales vacunados o
libres de la enfermedad permaneceran sin cambio. La prueba se corrio para los

serotipos 1, 2, 3, 5, 7y 9, a todos los grupos.



4. RESULTADOS

4.1 Instalaciones
4.1.1 Centro piloto de produccion de cerdos S.P.F.

Los apareamientos, gestacion y parto se efectuaron sin problema alguno.
De esta manera quedo instalado este centro piloto para la produccién de lechones
de alta calidad sanitaria (S.P.F.).
4.1.2 Unidad de aislamiento

En esta unidad se encontraron los siguientes problemas : inadecuado
funcionamiento de bebederos, mal sistema de iluminacién, y deficiente
control en la temperatura ambiental. Solo pudiendo corregir el funcionamiento de
los bebederos y el sistema de iluminacién, quedando pendiente el control de

la temperatura ambiental.

4.2 Animales

El pie de cria base fueron 5 hembras blancas tipo Yorkshire - Landrance (F1)
y 3 machos, que en su periodo de adaptacién no presentaron problemas
sanitarios, exceptuando una hembra que en este periodo presenté signos de
inapetencia,  debilidad, hipotermia, postracion, palidez de las mucosas y piel,

murid a los 4 dias del inicio de los signos. Se le practico la necropsia la cual
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revel6 la presencia de una ulcera géstrica de aproximadémeme 6 cm. de diametro,
causante de su muerte, atribuyéndose su origen al estres causade durante el
transporte de su Jugar de origen al CENID-Microbiologia.

El resto de los animales transcurrieron su periodo de adaptacién sin
ningun problema. Se presentan a continuacién los promedios de 7 dias de

frecuencia cardiaca, temperatura y frecuencia respiratoria:

SEMENTAL A) 384° C  1085FR. 304FC.

SEMENTALB) 38.5° C 113.1FR. 316F.C.

SEMENTALC) 38.6° C 108.1FR. 335F.C.

HEMBRA A) 38.5 C 1094F.R. 333FC.

HEMBRA B) 384 C 106.1 FR. 30.0F.C.

HEMBRAC) 385 C 1034FR. 324 FC

HEMBRAD) 384 C 1015FR. 289FC.

HEMBRAE) 39.1 C 1056 FR. 373FC,

4.2.1 Pardmetros reproductivos de las hembras del centro piloto
HEMBRA A) 12 lechones, 10 vivos, 2 muertos, 7 machos y 5 hembras, los

fallecidos eran machos.
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HEMBRA B) 10 lechones vivos, 6 machos y 4 hembras.

HEMBRA C) 13 lechones, 9 vivos, 5 machos y 4 hembras, los fallecidos eran
2 hembras y 2 machos.

HEMBRA D} 10 lechones vivos, 6 hembras y 4 machos.

Es pertinente sefialar que los decesos en los lechones fuerdn al nacer,
desconociendose 1a causa de ello.

En total se obtuvieron 39 lechones vivos, los cuales fueron destetados y
enviados a el 4rea de aislamiento del CENID-Microbiologia, con un
promedio de 30 dias de edad, tomandoseles muestras sanguineas. A éstas se
les realizé un estudio seroldgico contra Fiebre Porcina Clasica, Enfermedad de
Aujeszky, Paramixovirus Porcino y Pleuroneumonia Contagiosa Porcina,
resultando en todos los casos negativos, corroborando de esta manera que eran

animales libres de patdgenos especificos.

4.3 Inmunégenos
4.3.1 Control de calidad de Ia vacuna

El control de calidad de las vacunas, consistié en determinar la pureza,
mediante la siembra en medios de cultivo y la inocutdad en animales de laboratorio.
Siendo ésta satisfactoria segun las normas establecidas por el "Code of Federal

Regulations", del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América.
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4.4 Signos clinicos posvacunacion

Grupo 1: en éste grupo los lechones vacunados contra la Enfermedad de
Aujeszky, presentaron anorexia, postracion, ligera disnea y elevacién en su
temperatura corporal.

Grupo 2: en éste grupo de animales vacunados contra A
pleuropneumoniae los animales presentaron elevacion en  su temperatura
corporal, disnea, anorexia y postracién.

Grupo 3: animales sélo vacunados contra el virus de la Enfermedad de
AujeszKky. mostraron postracion, aumento de la temperatura corporal, ar{orexiay
ligera disnea.

Grupo 4: éstos animales no fueron vacunados pero se les administrd
solucién salina fisiolégica para ser sometidos al mismo estres que los demds
animalesy no presentaron signos clinicos aparentes posinoculacion con solucién
salina fisiolégica.

Grupo 5: éste fue el grupo donde se evalué la vacuna bivalente. Los
animales posvacunacién sélo mostraron ligera disnea, anorexia y un aumento

ligero de su temperatura corporal.

4.5 Signos clinicos posdesafio

4.5.1 Signos clinicos observados posdesafio en los diferentes grupos:
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Grupo 1: los signos clinicos en este grupo fueron disnea, postracion,
anorexia y elevacion de la temperatura corporal de alrededor de los 40° a 41°C.

Grupo 2: los animales de este grupo presentaron una marcada anorexia,
disnea y postracion,

Grupo 3: en este blogue de animales un sélo individuo mostré signos de
disnea a los 5 dias.

Grupo 4: en este grupo se presentaron signos de tipo neumonico como
son: disnea, postracién, anorexia y aumento en su temperatura corporal.

Grupo S en los cerdos de este grupo la hipertermia, anorexia y postracion

fueron mas leves los de los grupos 1y 2.

4.5.2 Registro de la temperatura corporal
4.5.2.1 Registro de temperaturas corporales promedio de los grupos.

Grupo 1: los cerdos de este grupo mostraron una hipertermia considerable
que se inicio alrededor del dia 11 al I8, posteriormente decendi6 hasta
alcanzar niveles normales alrededor del dia 26, y el dia 27 se mostré una ligera
hipotermia, (Figura4)

Grupo 2: se mostr6 un incremento en su temperatura corporal por arriba de
lo normal del dia 14 al 16, posteriormente deciende a niveles normales para

despues volver a incrementarse el dia 17 manteniendo esta hipertermia hasta el dia
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21, a partir de este deciende hasta mostrar una ligera hipotermia que dura hasta
el dia 23 y se normaliza. (Figura 4)

Grupo 3: en este grupo no se demuestran cambios significativos
causados por el desafio por el virus de la enfermedad de Aujeszky. El dia 14
que fue cuando se desafio con A. pleuropneumoniaec se observa un pico de
hipertermia hasta el dia 16 retomando niveles normales, hacia ¢l dia 23 se observa
un ligero decenso en su temperatura corporal (Figura 5)

Grupo 4: hacia el dia 14 se incrementé la temperatura corporal con
indices superiores al promedio normal, para decender a niveles normales el dia 18,
el dia 25 se muestra una ligera hipotermia que se mantiene formando picos hasta
el dia 30.(Figura 5)

Grupo 5: este es el grupo donde se evalud el inmundgeno bivalentey
hacia el dia 10 se denota un ligero aumento en la temperatura , posteriormerﬁe el
dia 15 se marca otro aumento y se denota una ligerisima baja de temperatura hacia

el dia 27.(Figura 6)

4.6 Evaluacion en los animales sacrificados.
4.6.] Lesiones macroscépicas
Como resultado de la necropsia realizada a los animales de los diferentes

£rupos se encontré:
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Figura 4: MEDIAS DE TEMPERATURA DE LOS GRUPOS 1 Y 2.

En la fipura 4-1, se observa un pico de hipertermia a partir de! dia 11, con
un maximo los dias 17 y 18. En la figura 4-2, se observan dos picos de
hipertermia, el primero con una maxima el dia 15 y el segundo del dia 18 al 21.

'La hipotermia observada en los dos grupos en los ultimos dias se debio al aysno.
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Figura 5: MEDIAS DE TEMPERATURA DE LOS GRUPOS 3 Y 4,

En la figura 5-3, solamente se observa un pico de hipertermia hacia el dia 16.
En la figura 5-4, se observa un incremento en la temperatura corporal hacia el dia
14, volviendo a su normalidad el dia 18. La hipertermia observada en los ultimos

dias del experimento se debio al ayuno.
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Figura 6: MEDIAS DE TEMPERATURA DEL GRUPO 5,

Enla figura 6-5, se observa un ligero aumento en la temperatura el dia
10, de igual manera se denota otro pequeno pico de hipertermia el dia 15, para
volver a su normalidad el dia 18. La hipotermia observada en los ultimos dias del

experimento se debio al ayuno.
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- No existié lesibn en el sitio de inoculacién de los inmundgenos
empleados en ningin animal de los diferentes grupos.

- A excepcién de el aparato respiratorio, los demés drganos se hallaron
como sin cambios patolégicos aparentes (S.C.P.A.).

4.6.2 Lesiones macroscdpicas pulmonares por grupo. (Cuadro 2)

Grupo 1: este grupo que fue vacunado con el Virus de la Enfermedad de
Aujeszky y desafiado con el mismo, no se encontraron lesiones pulmonares
macroscopicas. (Figura 7}

Grupo 2: los animales de este grupo que fueron vacumados contra A,
pleuropneumoniae y desafiados contra A, pleuropneumoniae, se
encontraron lesiones que abarcaron el 8% de la superficie pulmonar, eran
fibrinohemorragicas de tipo agudo, con adherencias pleurales. En tres de los
animales se encontraron lesiones de tipo crénico. Las lesiones se encontraron en
fos diferentes 16bulos pulmonares, con una mayor afeccion de los
diafragmaticos. (Figura 8)

Grupo 3: vacunados contra el Virus de la Enfermedad de Aujeszky,
desafiados contra el mismo y A pleuropneumoniae presentaron dreas de
lesiones pulmonares fibrinohemorragicas con adherencias que variaron del 25 al

30% de la superficic pulmonar. La mayoria de las lesiones fueron del tipo



pleuroneuménico cronico y se distribuyeron por todos los lébulos pulmonares,
principalmente en los diafragmaticos. (Figura 9)

Grupo 4: sin vacunar y desafiados contra 4. pleuropneumoniae, los cerdos
de este grupo presentaron lesiones pleuropneumodnicas de tipo crénico de menor
tarnano comparandolas con las del grupo 3 y sélo en uno de los animales fue de
tipo agudo. Las lesiones abarcaron cerca del 17% de la superficie pulmonar y
con una distribucién similar a los grupos anteriores. (Figura 10)

Grupo 5: vacunados contra el Virus de la Enfermedad de Aujeszky y
A.pleuropneumoniae y desafiados con los mismos, de éste solo 2 animales
.presentaron lesiones con un area de consolidacién de aproximadamente 7%, uno
era fibrinohemorragico agudo y el otro de tipo crénico, ambos con adherencias y
las lesiones se ubicar6n principalmente en los 16bulos apicales y cardiacos. El

resto de los animales no demostré cambios patologicos aparentes.(Figura 11)

4.6.2 Lesiones microscapicas por grupo. (Cuadro 3)
Grupo 1: en este grupo de las muestras procesadas solo en pulmén se
encontraron lesiones aparentes, que fueron congestién e infiltracion perivascular.
Grupo 2: por lo que respecta a este grupo, en dos de los cuatro animalcs_
se encontraron macrofagos transformados clasicos de pleuroneumonia contagiosa

porcina, lesién vascular aguda y en tres de ellos formaciones granulomatosas.
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CUADRO 2

LESIONES MACROSCOPICAS

POSYACINACTON

OF TIPQ CRONLOO OOM ADHERENCTAS

GRFO TRATAK] ENTD LESIONES MACROSCOPICAS 2 DE LESION
PULIOUIR
VACINADOS  Y.E.A.
i DESAFIADOS V.E.A. S.C.EA —
15 DIAS POSYACUMACTON
YACUNADOS App. €N 3 OF L0S 4 ANTMALES SE
1 DESAFIADOS App. ENCONTRARON LESIONES OE TIPQ AGUDQ sz
14 BIAS POSYACLNACION FIBRIN BEMORRAGICAS
COK ADHERENCIAS PLEURALES
VACINADOS V.E.A, EN TO003 .05 AHTWALES PRESENTARON
1t OESAFIADOS V.E.A, | LESIONES FIBRIHOHEMORRAGICAS COM 51
Yipp ALOSTOY 4 ADRERENCIAS PLEURALES
DIAS POSYACUACTON TIPD PLEUROKEUMONICD CRONICO
SIN YACRAR U ANIMAL N LESIONES BE TIP0
v DESAFIADOS OOK App. 456000, ¥ 00S PRESENTARON 173
24 01AS POSYACINACTON CONSOLIDACTON ¥ ADHERENCIAS
IACIMADS V.E.A. ¥ App.]  SOLO 2 AMIMALES PRESENTARON
v AFIADS ¥.€.A. ¥ App) LESIONES, N0 BE TIPO n
WY 40Is F IBRINOHEMORRAGICS AGUOO ¥ €L OTRO
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FIGURA 7

VACUNADO VEA

DESAFIADO VEA
0% :

Distribucion y aspecto de las lesiones macroscopicas en los pulmones de
los cerdos después del desafio experimental con el virus de la Enfermedad de

Aujeszky, en los animales del grupo 1 (vacunado contra VEA),
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FIGURA 8

VACUNADQOS App
DESAFIADOS App
8% 3

Distribucion y aspecto de las lesiones macroscépicas en los pulmones de los
cerdos después del desafio experimental con 4. pleuropneumoniae , en los

animales del grupo 2 (vacunados contra A. pleuropneumoniae )



FIGURA 9

VACUNADO VEA
DESAFIADO VEA Y App,

25%

Distribucién y aspecto de las lesiones macroscopicas en los pulmones de
los cerdos, después del desafio experimental con el virus de la Enfermedad de
Aujeszky y 4. pleuropneumoniae, en los animales del grupo 3 (vacunados con

VEA).
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FIGURA 10

SIN VACUNA
DESAFIADO App.
17% :

Distribucion y aspecto de las lesiones macroscépicas en los pulmones de
los cerdos, después del desafio experimental con A. pleuropneumoniae, en los

animales del grupo 4 (sin vacunar).



FIGURA 11

VACUNADO VEA, App.
DESAFIADO VEA, App.
1%

Distribucidn y aspecto de las lesiones macroscopicas en los pulmones de
{os cerdos, después del desafio experimental con el virus de la Enfermedad de
Aujeszky y A. pleuropneumoniae, en los animales del grupo 5 (vacunados con el

inmundgeno bivalente).
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Grupo 3: se encontré que en tres animales de dste existian macrofagos
transformados cldsicos de pleuroneumonia contagiosa porcina y en uno de ellos
lesién vascular aguda.

Grupo 4: en este grupo se encontré que todas las muestras presentaron
macrofagos transformados clasicos de pleuroneumonia contagiosa porcina, en
tres de ellas se hallo proliferacién de tejido linfoide y en uno lesién vascuiar
aguda.

Grupo 5: una de las cuatro muestras presentd granulomas, otra mas presentd
macrofagos transformados cldsicos de pleuronewmonia contagiosa porcina y dos

de ellas no presentaron cambios patoldgicos aparentes.

4.7 Recuperacion e identificacion de los agentes inoculados.
4.7.1 Identificacion del Virus de la Enfermedad de Aujeszky.

La identificacion de! VEA se realizd mediante una  prueba de
inmunofluorescencia en oOrganos y tejidos encontrandose  los siguientes

resultados:

En el grupo 1, todos los pulmones fueron positivos a la
inmunofluorescencia, mientras que el corazon, higado, bazo y encefalo

resultargn negativos.
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CUADRO 3

LESIONES MICROSCOPICAS

19 Y 14 DIAS POSVACUNACION
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Grupo 2, todas las muestras analizadas yesultaron negativas a la
inmunofluorescencia,

Grupo 3, los pulmones de este grupo salieron positivos en los cuatra
animales, mientras que los demas drganos fueron negativos.

Grupo 4, todos los 6Organos de este grupo resultaron negativos a la
inmunofluorescencia,

Grupo 5, solamente los pulmones de este grupo resultaron positivos a la

prueba de inmunoflorescencia. (Cuadro 4)

4.7.2 Aislamiento e identificacion de 4. plenropneumoniae.

Grupo 1: en este grupo de muestras no se aisld ninguna colonia
sospechosa de 4. pleuropneumoniac.

Grupo 2: en uno de los cuatro animales fue posible aislar una colonia
sospechosa e identificarla como A. plenropneumaniae,

Grupo 3: en este grupo se aislo e identificd a el A. pleuropneumoniae

en las cuatro muestras procesadas.

Grupo 4: aqui se pudo aislar ¢ identificar a el microorganismo

inoculado en dos de las cuatro muestras.
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Grupo 5: solo una de las cuatro muestras correspondientes a este grupo
fue hallada como positiva a el  aislamiento ¢ identificacion del

microorganismo. (Cuadro 5)

4.8 Serologia
4.8.1 Prueba de Pleurotest.

La prueba de Pleurotest fue corrida en todes los grupos experimentales,
con el suero obtenido por los sangrados a diferentes fechas del experimento y

se encontrd lo siguiente:

GRUPO  ler. 20. 3er. 40. 5So. 6o. SEROTIPO

1 - - e e .. 1

2 - - - oo+ 1

3 - - - + + 4 1 -7
4 - - - + o+ o+ 1

5 - - -+ o+ o+ i

El pleurotest se comrié para los serotipos 1, 2, 3, 5, 7 vy 9, resultando

solamente positivos el grupo 2, 3, 4 y 5 al serotipo 1 posdesafio.
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CUADRO 41 Jdentl|flcaclion de| virus de (e Enfarmadad
de Aujeaszky, por anticuerpos flucrescentaes

ORGANO QGRUPO »
1 1 131 v ¥

FULWON positive (474}  nesative pasitivo (474)  negativo positiva (4/4)
CORAZON negative negalive negatlve nagativo nagativo

L -] negativo negattve negativa nagative negative
HiGADO negative negative negativo nagstivo negative
BAZo negative negative negativa negativo negatlve
ENCEFALD negstivo nagetivo negativo nagative negatliva

® custro cerdos por grupo

2




CUADRO S: recuperacion de A, plesurcpneumoniae
a partir de |os organcs, de los cercdos cdasaffiados

ORGANO ORUPO =

4 1 m H v
PULWOR negative posltive (124) ponitive (#/4) positive (Z;;; vositive (174}
CORAZON negativo negativo negative negative negative
ll-nl nagative nagative negalivo nsgative negalive
NIgGADY nasative negative negalivo Mgative negatlve
BAZO nagative nagative negativa nagativo nagativo

» euatre cerdos per grupe




4.- DISCUSION

En las instalaciones del C.E.N.LD.- MICROBIOLOGIA se obtuvo la
primera produccién de cerdos S.P.F. de la Repiiblica Mexicana, la cual se realizé
bajo las condiciones de bioseguridad y manejo necesarias para lograr el objetivo
con éxito en la obtencion de lechones libres de patdgenos especificos. Los
lechones aqui obtenidos fueron animales idoneos para la prueba, evaluacién y
desarrollo de los diferentes biologicos, debido a que su sistema inmunologico no
se encontrd sensibilizado a ciertos agentes, por lo cual se puede evaluar la
respuesta inmunoldgica de dichos animales hacia el biolégico en prueba en
forma individualizada, sin tener que tomar en cuenta la respuesta inmune a otros
agentes que normalmente se encuentran en los cerdos convencionales.

Al pie de cria, para su buen desarrollo, se le di6 el manejo nutricional,
reproductivo y sanitario normal.

Los resultados encontrados en estos animales bajo las condiciones de
bioseguridad  implantadas fueron capaces de desarrollar parametros
reproductivos normales.

Los lechones obtenidos del pie de cria mantuvieron la calidad sanitaria de
sus progenitores, meta que se cumplid segin lo revelaron las pruebas

serologicas realizadas.
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Al realizar la evaluacion de signos posvacunales se encontré que :

En el grupo 1 y 3 vacunados contra la enfermedad de Aujeszky, la anorexia,
postracion, .ligera disnea y elevacion de la temperatura corporal que
demostraron los animales, se interpreté como debido a la reaccién de la
vacunacion y al estres al que fueron sometidos.

En el grupo 2 vacunado contra Actinobacillus pleuropneumoniae,
la anorexia, postracion, ligera disnea y elevacién de la temperatura corporal
que demostraron los animales, se atribuy6 a la reaccién de la vacunacion y al
estres al que fueron sometidos.

En el grupo 4 al que se le administré solucidn salina fisiologica, los
animales no demostraron signos clinicos aparentes, como se esperaba.

En el grupo 5 vacunados contra la Enfermedad de Aujeszky vy
Actinobacillus pleuropneumoniae, la ligera disnea, anorexia y leve incremento en
la temperatura corporal se interpretarn como reacciones normales a la
vacunacion y estres recibido.

En lo que respecta a los signos clinicos posdesafio se determind lo
siguiente :

En el grupo 1 la anorexia, postracién, ligera disnea y elevacion de la

temperatura corporal entre 40° y 41° C. se debe a una reaccion por el desafio
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contra la Enfermedad de Aujeszky como lo encontré de igual forma Falcon
(1987 a).

En el grupo 2 la marcada anorexia, disnea y postracion se debiéron a que
la vacunacién solo previene la muerte, pero no la colonizacién temporal del
pulmén y por consiguiente se dan signos de enfermedad. (Falcén 1987 a)

Enel grupo 3 solo un animal presentd marcados signos respiratorios a
los 5 dias posdesafio, en los demés animales no se demostraron signos clinicos
aparentes, pero esto no significa que no se encontraran con lesiones.

En el grupo 4 los signos de tipo neuménico encontrados se debieron al
desafio con Actinobacillus pleuropneumoniae, no causando la muerte de los
animales por que se utilizaron dosis subletales de las cepas de desafio. (Falcon
1989)

En el grupo 5 los signos clinicos aparentes fueron mucho mas leves que los
del grupo 1 y 2, debiéndose esto a la proteccion conferida probablemente por el
inmunégeno bivalente.

Los incrementos en la temperatura ci)rporal observados del dia 11 al 18 en el
grupo 1 se debieron a la reaccién causada por el desafio con el VEA. La
hipotermia causada sobre el dia 26 y 27 se debié a causas ajenas y debido

principalmente a la falta de alimento. (Manual Merck 1983)
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La hipertermia encontrada en el grupo 3 del dia 14 al 16 se debié a la
reaccion producida por el desafio con A. pleuropneumoniae, regresando a
niveles normales, posteriormente se elevd en forma moderada del dia 17 al 21,
despues se encontré una hipotermia que dura hasta el dia 23 y se normaliza, esto
se debid a causas ajenas y debido principalmente a la falta de alimento. (Manua/
Merck 1983)

La hipertermia presentada en el grupo 4 se debid a el desafio contra 4.
pleuropneumoniae y a la falta dé proteccién contra esta enfermedad, esta
hipertermia se presentd del dia 14 al 18, y posteriormente se marcd como picos
de elevacién de la temperatura corporal debidos posiblemente a la reaccién del
organismo hacia la infeccion bacteriana, sin haberse presentado la muerte por ser
desafiados con dosis subletales, y la hipotermia mostrada del dia 25 al dia 30 se
debid a causas ajenas y principalmente ala falta de alimento.(Manual Merck 1983)

El dia 10 se present$ una ligera hipertermia debida a la reaccion de la
vacunacién en el grupo 5, posteriormente el dia 15 se marca una hipertermia
cercana a los 40.5° C. debida a la reaccién del organismo a el desafio, la
presentacion de ligera hipotermia hacia el dia 27 se debi6 a causas ajenas
y principalmente a la falta de alimento. (Manual Merck 1983)

En todos los grupos de experimentacion el Unico 6érgano con lesiones

macroscopicas fue el pulmén, lo cual coincide lo encontrado por
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Falc6n(/989 B), quien reporta solamente dafio pulmonar en los animales
vacunados y desafiados contra la Enfermedad de Aujeszky.

Con lo que respecta a las lesiones macroscopicas encontradas en los
diferentes grupos mostraron:

En el caso del grapo 1 vacunado contra la Enfermedad de Aujeszky y
desafiado con el mismo, no se encontraron lesiones pulmonares macroscopicas,
no coincidiendo de esta manera a lo encontrado por Falcon y col. (/987 B).

Los animales del grupo 2, vacunados con Actinobacillus pleuropneumoniae
y desafiados con el mismo, presentarén un 8% de superficie pulmonar lesicnada,
de tipo fibrinohemorragica con adherencias pleurales, lesiones esperadas
como lo reporta Falcon(/989). Las lesiones de tipo cronico encontradas en 3 de los
animales nos dan la referencia de un proceso en el cual la vacunacion se
encuentra protegiendo de la muerte al animal pero no de la colonizacién y afeccion
del tracto respiratorio.

En el grupo 3 exitid de un 25 a 30% de lesion pulmonar, esto fue de
esperarse debido a que se encontraban vacuandos contra la Enfermedad de
Aujeszky y desafiados contra la misma y contra Actinobacillus
pleuropneumoniae, la mayoria de las lesiones fueron de tipo pleuroneuménico

crénico, corroborando de esta forma lo encontrado p:)r Falcon (1987 b).
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ESTA TESIS MO DEBE
SALIR BE LA BIBLIBTECA

Es importante observar que en los animales del grupo 4 que fueron sin
vacunar y desafiados con Actinobacillus pleuropneumoniae presentaron
solamente un 17% de superficie pulmonar lesionada, siendo este porcentaje
menor que el presentado por los animales del grupo 3, comprobandose una vez
més que la vacunacion contra la Enfermedad de Aujeszky exacerba los brotes de
pleuroneumonia contagiosa porcina como lo demostré Falcon(/987 b).

En cuanto a los animales del grupo 5 que fueron vacunados contra la
Enfermedad de Aujeszky y Actinobacillus pleuropneumoniae y desafiados con los
mismos, el percentaje de lesion pulmonar fue de tan solo el 7% , por lo que
pensamos que nuestro inmundgeno bivalente proporciono mayor proteccién hacia
los animales, que en los grupos en que solo se inmuniz6 contra un solo agente.

En lo que respecta a las lesiones microscopicas, en el grupo 1 solo se
encontraron lesiones de tipo congestivas e infiltrado perivascular, las cuales
pudieron ser causadas por ser animales vacunados contra la Enfermedad de
Aujeszky y desafiados contra la misma.

En dos de los animales del grupo 2 se encontraron conglomerados de
macrofagos transformados  clasicos  de infecciones por Actinobacillus
pleuropneumoniae como lo reporta Falcon(1989), asi como lesién vascular aguda,
y en tres de los cuatro animales se encontraron infartos y formaciones

granulomatosas, esto se debi6 a que la vacunacion contra A. pleuropneumoniae
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solo proteje contra la muerte de los animales, pero no evita la colonizacién y la
formacién de lesiones en pulmén por parte de fa  bacteria como lo demostrd
Faleon(2989).

Tres de los cuatro animales del grupo 3 presentaron macrofagos
transformados y lesion vascular aguda, asi como lesiones de tipo cronico, esto
es acorde a lo encontrado por Falcon(/987 B), estos animales se encontraban
vacunados contra la Enfermedad de Aujeszky y desafiados contra la misma y
contra A. plenropucumoniae, motive por el cual se exacerbd la presentacion de la
pleuroneumonia contagiosa porcina (Falcon, 1989),

En los animales del grupo 4 que no fueron vacunados y desafiados con
A. pleuropneumoniae la presencia de macrdfagos transformados clasicos,
proliferacién de tejido linfoide y lesion vascular aguda se explica por la accidn
del Actinobaciftus pleropneumoniae (Pijoan 1982).

Grupo 5 vacunados contra la Enfermedad de Aujeszky y
Actinobacillus pleuropneumoniae y desafiados contra los mismos, se encontro que
solo un animal presento conglomerados de macréfagos transformados, en otro se
encontraron formaciones granulomatosas y en los dos animales restantes no se
encontraron  cambios patoldgicos aparentes, esto nos confirma que e} grado y

tipo de lesion es menor que en los grupo 3 y 4.
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En cuanto a la identificacion del VEA |la prueba de
inmunofluorescencia revelé que en los grupos 1, 3, y 5 se identificola
presencia del virus en pulmén solamente, resultando negativos los demas organos,
debiéndose esto a que el virus colonizo el tracto respiratorio a pesar de que los
animales se encontraban inmunizados contra el virus de la Enfermedad de
Aujeszky; este fenomeno era de esperarse ya que la vacunacidn no protege de la
replicacién viral en el pulmén, de hecho ninguna vacuna de la Enfermedad de
Aujeszky, ain las de ingenieria genética protege del dafio pulmonar (Cipridn,
1993).

En cuanto al grupo 1, el aislamiento de App. como era de esperarse no se
aislo pues este grupo no se desafio con A. pleuropneumoniae;, en cambio el
grupo 2 vacupnado contra A, pleuropneumoniae y desafiado contra A
pleuropneumoniae.  Solo en uno de los cuatro animales se aislo 4.
pleuropneumoniae esto se debié a que ningun inmundgeno actual evita la
colonizacién del pulmén por parte del A. pleuropneumoniae solamente son
capaces de prevenir la muerte , ya que las vacunas empleadas hasta el dia de hoy
solamente contienen Antigeno capsular, y hoy en dia se sabe que los
mecanismos de patogenicidad importantes en A. pleuropneumoniae son sus
citotoxinas (Rycroft y Col.1991). El grupo 3 en este se encontré que todas las

muestras presentaron la formacion de colonias positivas a A. pleuropneumoniae



esto se debid a que estaban vacunados contra VEA y desafiados contra la misma
y contra App, y se demuestra claramente la interaccibn existente entre el Vinus
de la Enfermedad de Aujeszky y el A pleuropneumoniac (Falcén, 1989.). Por
su parte en el gnupo 4 se enconiraron 2 casos positivos a A. pleuropneumoniae y
fue el grupe que no se encontraba vacunade y solo se desafié comtra A.
pleurapneumoniae esto se debid posiblemente a que se utilizaron dosis bajas de
A. pleuropneumoniae. En el grupo 5 se encontrd que solamente una muestra de
las cuatro fue positiva a A plewropneumoniae, asi como resulto ser
positiva a la prueba inmunologica del Pleurotest post-desafio, y solamente
haber presentado un 7% de lesion pulmonar, en dos de sus cuatro animales y
solamente una de estos presentd microscopicamente granulomas, todo esto se
debié a que el inmundgeno brindo una proteccidén adecuada hacia el desafio
con tos dos agentes etioldgicos mencionados, demostrando de nueva manera la
interaccion existente entre la vacunacion contra la Enfermedad de Aujeszky y
la presentacion abrupta y severa de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina.

Por lo que respecta a la prueba de Pleurotest se encontré que los grupos 2, 3,
4 y S resultaron positivos a su evaluacion serolégica posdesafio hacia el

serotipo 1, siendo negativos a los serotipos 2, 3,4, 5,7y 9.
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6.- CONCLUSIONES

1.- Por lo que respecta a lo realizado en el Centro Piloto de cerdos S.P.F.,
determinamos que es factible la produccién de este tipo de animales con alto nivel
sanitario con las condiciones existentes en nuestro Pais.

2.- Encontramos que los animales vacunados con el Virus de la Enfermedad
de Aujeszky son protegidos contra la muerte, pero no se evita la colonizacién y el
dafio del tejido pulmonar.

3.- Determinamos que los animales vacunados contra la Enfermedad de
Aujeszky y desafiados contra la misma y contra A. pleuropneumoniae se ven
afectados de mayor manera que los no vacunados contra la Enfermedad de
Aujeszky.

4.- Se encontrd que los animales vacunados contra App. Yy desafiados
contra el mismo, no morian, pero presentaban signos y lesiones tipicas de
pleuroneurnonia.

5.- Los animales no vacunados contra App. y desafiados contra el mismo,
presentaron lesiones y signos neumonicos,” pero fue en menor grado que
aquellos que fueron vacunados contra VEA y desafiados con VEA y App,
demostrandose la existencia clara de un sinergismo entre el VEA y el A4

pleuropneumoniae,
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6.- Se encontrd que los animales vacunados en forma bivalente y desafiados
con Jos dos aéentes etioldgicos presentaron mucho menor grado de lesidn y
signos neumonicos que los demds grupos.

7.- Determinamos que e! inmundgeno bivalente funciona, y que es
pertinente realizarle una prueba de campo para determinar su factibilidad de

produccion a mayor escala.
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