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RESUNEN

Para determinar la posible asociacioén de el virus de 1a pseudo
rabia (VPR) en la presentacion de la pleuroneumonia contagioss
porcina (PCP) se realizaron dos estudios. En el oprimero se
utilizaron &0 pulﬁones con lesion de PCP y 40 sin
lesiones aparentes asi como la sangre acantonada en el corazon
de cerdos sacrificados en rastra. Se usaron téenicas

bacterioldgicas para el aislamiento de A, pleuropneumonise ¥y

seroldgicas (ELISA) para 1la deteccidn de anticuerpos contra

el VPR. -.En el segundo estudio se utilizaron 12 cerdos
hibridos recien destetados, libres de anticuerpos contra
coélera porcino, erigipela y VPR, se vacunaron contra

pseudo-rabia y distribuyeron en tres grupos de cuatro animales
cads uno, se A designaron al azar los siguientes
tratamientos:” grupo 1 testigo, grupo 2 inoculado por
via intranasal con 1800 TCID del VPR cepa Shope y el grupo 3
que recibid el mismo trntaniesso anterior mas una nebulizacidn
con 14 nl de una suspension bacteriana que confenia
2)(104 de A. pleuroppneumeniae serotipo 1/ml., dos dias déspués
de la incculacion del virus, se registraron los signos
clinicos, gse determind el area pulmonar afectada ‘ y se
.ronlizo bacteriologia, histopatologia e inmunofluorescencia de
los organos afectados. En el primer estudio se logréd el
aislaniento de la bacteria en 57 (95 X) de los pulmones con
lesidn, de 1los cualeé 46 (76.7%) resulto positivoe al VPR. De
un pulmén con lesion gque no se logrs aislar 1a bacteria

“resultd positivo a VPR. De los pulmones sin 1lesien no se
i



obtuvo aislamiento bacteriano y 14  (35%) de ellos
resultaron positivos a VPR, encontrdndose evidencia
estadistica (P<0.01) de la asociacion entre los dos agentes
en la presentacidn de PCP. En el segundo estudio los cerdos
del grupo 1 no presentaron cambios c¢liniecos ni lesiones
patoldgicas, 1lasg cerdos el gropo 2 nogtraron signos
respiratorios leves v fiebre, se sacrificaron siete
dias postinoculacidn y a la necropsia se encontré lesidn
en los lébulos pulmonares apicales y cardiacos que abarcaron el
32% de la superficie pulmonar. MHicroscopicamente se encontré
neumonia exudativa con edema, congestion y hemorragias se
observaron cotpiseculos de inclusidén intranucleares y el
exudado fue de células polimorfoquoloares. Los cerdos del
grupo 3 presentaron signos respiratorios severos, fiebre,
vémito v hemoptisis wunas horas antes de la muerte, los

pulmones estaban afectados en todos sus lshulos y las lesiones se

extendian en el 51%2 de 1la superficie. Microscopicamente
se encontrd neumonia exudativa de célulss mononucleares,
pleuritis, necrosis coagulativa, trombos, edema, cdlulas

transformadas y cotrplisculos de inclusidén intranucleares. Se
aislé la bacteria inoculada, de los pulmeones de los cerdos del
grupo 3 y s detectd . la presencia del virus en todos 1los
pulmones de los grupos 2 v 3, 1la extensian de la. lesibn
fue estadisticamente mayor (F<0.058) en los pulmones de los
cerdos del grupes 3. la asociacidn del virus con la
bacteria ocasiond lesiones més severas que causaron la muerte

del animal, -
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ABSTRACT

Two studies were conducted in order to attempt to establish the
role of Pseudorabies Virus (PRV) in porcine pleuropneumoniae
(PP). A) for the first trial one hundred paired samples were
collected at the slaughterhouse from the same animal blood and
lung samples were obtained. The blood was allowed to clot " and
used for ELISA test for PRY antibodies and the lungs were
prepared for bacteriology. Of the 100 samples, 60 were from
animals with PP 1lesions and the remaining 40 were without
lesions. B) on a second study three experimental groups of
four swine each were established. The first group of four
swine was left as non treated control, the second group was
incculated with 1600 TCID  of PRV, Shope strain and the third
group was first inoculatgg with 1800 TCID50 of PRV Shope strain

4
and two days latter with 2X10 CFU of A. pleuropneumonise by

aerosol route. The animals were eutanized when moribund or when
the test .was ended at 7 days. During the illness, clinical
signs werea  observed and recorded and after death, gross
legrions and samples for pathology were collected and further
nicrogcopic evaluation of lesions was conducted. On the Ffirst
trial A, pleuropneumoniae was isolated from 57 (95%) lungs with
lesions and 46 (76.7%) of these were also positive to PRV. From
the lungs without lesions no A, pleuropneumoniae was
isolated, while 14 (55%) were positive to PRV antibodids. On the
;econd trial the ;nimals remained healthy and without fever

during the trial, No lungs lesions were found upon slaughter.
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Pigs ‘on the second group showed hyperthermia, dyspnea and loss
of apetite and the pigs were sacrificed on day 7 post
inoculation. Their lungs had lesions in 23 ta 38% of their
surface, Prior the death the swine showed hemopﬁysis. On the
third  group, inoculed with PRV and A. pleuropneumoniae all pids
died within 50 hours PI and their lungs showed lesions in 28 to
69% of their surtface and were the most severe observed. A,
pleuropneumonine was recovered from all lungs and PRV was

observed by FA both in lungs and tonsils.
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1.~ INTRODUCCION

En la presentacion de neumoriias en los cerdes Jericho, (1868),
Huho  (1870), Little, (1975) y Watt, (1978) comunicsron unw
variedad de agentes etinlégicos como son: bacterias, virus,
micoplesmas y parssitos. Algunos de estos actuan como
patogenocs primarios, tal es el caso de ﬂggmgéning
pleuropneupon jae, Mycoplasma hyopneumoniae, virus de la
influenza porcina, Adenovirus, Reovirus, virus del codlera
porcino y el virus de la enfermedad de Aujeszky o pseudo-rabia

{VPR). Haemophilus pleuropneumonise ha sido implicado en

nuperosas ocasiones como causa de pleuroneumonias severas vy a
menudo fatales en los cerdos (Shope, 1964, Little, 1970),

Dentro del genero Haemophilus, se encuentran bacterias gran
noiltivas. pleomdrficas, que para su crecimiento requieren de
medios de gultivo enriquecidos con hemina o nicotinamin
adenin dinucleotido (NAD) denominados factor X y v
respectivamente. H.pleuropneumoniae regquiere tnicamente del
factor V, con la caracteristioca de ser hemolitico por 1lo que
se le considers sinonimo de Haemophilus parahemolyticus
(Biberstein y col, 1977). El haemofilus Beta hemolitico de
origen humano que originalnente se. denomind Haemophilus
parsahaemolyticus, fue separado del grupo H.
pleuropneunonine/parahaenclyticus con base en sus diferencias
fenotipicas, contenido de Guanina-Citosina en su ADN, su marcada
diferencia de patogenicidﬂd para el cerdo y su dependencia del
factor V, asigndndosele después el nombre de Haemophilus
parainfluenzae biotipos II.y III (Kilian, 18768). Usando tdenicas
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de homnlogia de ADN se pudo demnstrar que las bacterias del
género Haemophilus -Pasteurella -Actinobacilius mostraron un alto
nivei de relaciones genéticas y por lo tante podrian ser
incluidas en un soloe grupo denominado grupo HPA (Pohl 1881). El
hallazge de que las bacterias "Pasteurella-like” son capaces de
producir lesiones similares a pleuroneumonla en cerdos, asi como
las cepas NAD dependientes (Actinobacillus pleuropneumoniae) y
cepas NAD independientes (llamadas Pasteurella-like) que se
aislan del tracto respiratorio de los cerdos, son fenotipicamente
identicas, se -ha propuesto el cambio de nomenclatura de
Haemophilus pleuropneumoniae a Actinobacillus pleurcppeunoniae
(Nicolet, 1985).

El virus de la Pseudo-rabia esta clasjficado en el cuarto reporte
del Comité Internacional para la Taxonomla de los Virus, dentro
de la familia: Herpesviridae, subfamilia: Alphaherpesvirinae,
ganero: grupo I de los Herpes Virus Suinos, especie: Herpesvirus
suis I (Pseudo-rabia) (Mattews,1982),

El virus ocasiona un proceso infeccioso, de curseo .agudo, con
signos oclinicos nerviosos, generalmente fatal para los animales
domésticos y salvajes, a axcepcién de los cerdos en los que se
presenta un cuadro benigno, salvo en lechones (Gustafson, 1875).
La enfermedad en al cerdo se caracteriza principalmente por
signos clinicos nerviosos y lesiones en el sistema nervioso
central (Olander, y col., 1966), sin embargo se ha sefialado que
los signos respiratorios pudieran ser la principal caracteristica
de 1la enfermedad (Corner, 1965, Baskerville, 1871, Baskerville y
col., 1971). Las diferencias observadas en cuanto a la patogenia
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de 1la enfermedad se atribuyen a: edad del cerdo, cepa del virus,
dosis de exposicggn, susceptibilidad individual y estade
inmune (Baskerville vy col., 1871, Baskerville, 1972, Baskerville
y col., 1873, Alva-Valdes y col., 1983),

En cuanto a la edad se ha observado que los- lechones hasta la
segunda semana de vida son mds severaments afectados, preseniando
mortalidades de hasta el 100%, tasa que disminuve progresivamente
hasta alcanzar un nivel del 5-20%, a las cinco semanas de edad
(Baskerville y col., 1973).

En los cerdos de engorda la sintomatoligla no es muy clara vy
puede pasar desapercibida, detectandose por 1la transmision a
otras especies aninales o por estudios seroldgicos (Toma, 1980).
En los reproductores, se presentan signos nerviosos sélo en raras
ocasiones presentidndose ligera elevacidén de 1la temperatura
corporal y pérdida del apetito, en las cerdas gestantes se pueden
presentar abortos, mortinatos y momificaciones como secuela de ls
enfernedad (Thawley y col., 1880).

Existen diferentes cepas del virus, a}gunas de ellas producén
alﬁos ifndices de mortalidad sn cerdos de engorda (McFerran vy
col., 1879).

Se han aislado cepas de campo del virus de la'Pseudo-rabia
espontdneamente atenuadas para el cerdo? que pueden causar
problenas respiratorios (Bodon y col., 1988), asl como cepas que
principalmente son neumotropas y mantienen en menor o mayor
grado 1la capacidad ae invadir el sistema nervioso c¢entral
(Corner, 1965, Baskerville, 1971, Baskerville y col,, 1871).

La inmunidad posinfeccion, calostral o posvacunal no proteje de

3



s infeccion pero Si atenva los signos y disminuye la mortalidad,
no proteje de la inféccion latente ni evita la excresion del.
virus (Mec Ferran y Dow, 1973,1975, Andries y col., 1878),

En cuanto a la dosis se ha demostrado dependencia entre dosis,
periodo de incubacidn, tiempo de aparicidén de fiebre, gravedad de
lns sintomas y lesiones y el periodo entre infeccidn y muerte
(Baskerville, 1872h),

las diferencias en la susceptibilidad individual no es debida a
la presencia de apticuerpos especificos (Gutekunst y Pirtle,
1979). El estado inmune del animal se ha relacionado con formas
mas leves de la enfermedad (MeFerran y col., 1978).

La latencia es la capacidad del genoma viral de integrarse al ADN
celular y reactivarse en determinadag situaciones provocando 1la
recurrencia de 1la enfermedad o 1la infeccién de animales
susceptibles <(Rouss y Babiuk,1878, Smith,1978); Wittman ¥
col., (1882) reactivaron el virus con la aplicacion de
ecorticosteroides en cerdos, ‘provocan&o fiebre, anorexia,

salivacién y en un caso, neumonia severa.
Asociacién de virus y bacterias en las neumonias del cerdo.

Existen ecvidencias de quc los agentes considerados como
secundarios, por la falts de patogenicidad que exhiben cuando
actiian por si solos, se t&rnan patégenos cuando existe una primo
infeccién produciendo por ejemplo severas neumonias tanto en
animales como en el hombre, cuando se sobreponen a una infaccibq
viral (Jakab 1881, Yates 1982), mostrando claramente el fendmeno
de interaccidn. Encontrandose tambien el efecto de sinergismo
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cuando dos adentes primarios se asocian para producir lesiones

nas severas que las ncasionadas por los mismos por separado, un

ejeiélo de este fénoneno es el descrito por Pattison y col.

(1957), Hatthews y Pattison (1961), quienes encontraron que al

inocular cerdos intratraquealmeﬁte con virus del cdlera porcino

se desarrollaron sintomas de ls enfermedad con una ligera iesian

pulmonar, mientras gue al adicionar Haemophilus parainfluenzae al

indéculo que contiene el virus se agravaron los signos clinicos vy

fueron nds severas las lesiones en tracto respiratorio. Kasza y

col, (19869), reportaron una accion sinergica en cerdos

gnotqbiéticos inoculados sinultdneamente con Adenovirus y

Hycoplassa hyoposumonise, Smith y col. (1873), encontraron

resultados similares al inocular cerdos con Enterovirus tipo 2 y

Eastsurells aultocida. Pijoan y Ochoa (1978), demostraron gque los

cerdos que recibieron una dosis de cepa vacunal del virus de

cdélera porcino mostraron lesiocnes mas severas ouando fueron

incculadas con una cepa de Pasteurells multocida.

En un estudio previo de rastro, se muestrearcn 106 pulmones, de

los cuales el 68X fueron de tipo neumonico y el 32X de tipo

normal, en 87% de los pulmones neunénicos se encontrd serologia

positiva al virus de pseudo-rabia mientras que en los

nornales solo ei 32X presentd serologia positiva. De los’
pulmones neuménicos en un 51X se aislé algun tipo de Pasteurella,
nientras que de los normales solo se logré aislar en un 9% ”
(Qadlblu y Pujols, '1984).

En otro estudio, se deﬁostro la interaccién del virus de la
pseudo-rabia y P. multocida en ratones, aqui se midid la remociodn
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bacteriana pulmonar y se hicieron curvas de mortalidad y un
estudio histopatologico. Los resultados obtenidos mostraron una
marcada disminucién de la eliminacidn bacteriana del pulnén
hacia el dia 11 posinoculacién con el virus de pseudo-rabia
(Badiola y Pujols, 18984).

De estos trabaios se desarrollé un experimento con cerdos
convencionales previamente vacunados con una cepa inactivada
del virus de pseudo-rabia y se considerd como parametro principal
la remocidn pulmonar de P. multocidas a diferentes dias posdesafio
eon una cepa virulenta del virus, se encontre gque la remocion
pulmonar se vié afectada de los dlas 7 al 15

posinfeccidn con el virus (Caballero, 1885).

En otro estudio se infectaron cerdos por via intranasal con
el virus de pseudu-rabia patégeno cepa Shope (con titulo de 10
TCID ) y gsiete dias después con - una mezola de P
gglgggigg tipos A y D: se observéd que , el virus causd
interferencia en la fusion del fagosoma-lisosoma, que era
hecesario para inactivar las bacterias fagocitadas, por lo tanto

la infeeccidn viral previa se permitié la superinfeccoidén con P,

wultocida (Fuentes y Pijoan, 1984).

No existe informacién en la literatura.acerca de 1la asociacién
que pudiera existir entre el .virus de la psuedo-rabia y el A.
pleuropneungnise on la presentacidn de pleuroneumonia oontagiﬁsa
porcina, sin embargo si existen reportes en los cuales se discute
la patogenicidad de las diferentes cepas del virus de la
psudo-rabia, Howarth v de Paoli (1968) encontraron cepas que
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producen alta mortalidad en cerdos de engorda: Corner, 1965},
Baskerville, (1971), Baskerville y col., (1971) deseriben cepas
con fuerte afinidad por el tracto respiratorio sin perder su
capacidad invasora para el sistema nervioso central. Toma (1880),
observd que después de la vacunacion con wvirus inactivado se
disminuyeron el ndmero de focos anuales y las péédidas
econdmicas, pero aumentaron el numerc de departamentos afectados
por una sintomatologla, sobre todo de presentacidén pulmonar.
Por lo anterior vy tomando en cuenta la inquietud de algunos
porcicultores, que han observado ‘que dospués de Ja vacunacion
contra pseudo-rabia se presentan brotes severos de pleuroneumonia
contagiosa, se planteé el presente trabajo con los siguientes

objetivos:



2.~ OBJETIVOS

El objeﬁivo principal fué el de wconocer si  existis una posible
accién sinergica entre el Virus de la Pgseudo-rabia (VFK)
Ly el Actinobacillus pleuropneumgnise en la pregentacién
de la pleuroneumonia contagiosa porcins (PCP).

Objetivos particulares:

1.- Epcontrar la relacion existente entre la presentacion de

PCP y la serologis positiva a VPR en cerdos de abasto.

2.- Establecer la dosis minina de Actinobacillus

pleuropneumoniae que produzea signos clinicos sin causar

la muerte de los cerdos.

3.- Estudiar la existencia del Fendmeno de sinergla entre el

Virus de Pseudo-rabia_y el A, pleuropneunoniae cuando son.

inoculados en cerdos convencionales



3.~ MATERIAL Y HETODOS

3.1. ESTUDIO EXPERIMENTAL I.

3.1.1. Correlacién entre la serologia positiva al virus de 1la
Pseudo-rabia y al aislaniento de Actinobacillua plsurcongumanias.
3.1.2.- Muestreo de pulmones con y sin lesioén de
Pleuronsunonia Contagiosa FPorcina (PCP) y sangre.

De los cerdos sacrificados en el rastro frigorifico de Ferreria
en el D.F., se colectaron 60 pulmones con lesidn caracteristica
de Pleuroneumonis Contagiosa Porcina (PCP) y 40 pulmones sin
lesion, al mismo tiempo se colecto la sangre acantonada en el
corazon de los mismos cerdos.

3.1.3. Baoteriologia de los pulpones coleotados.

Para el aislamiento de A. pleuropneymonjae. los puimones fueron
trabajados de acuerdo a Little y Harding (1880); una muestra de
aproximadamente un centimetro cubico del tejido pulmonar se
colocé en un tubo de cultivo el cual contenia 8 ml de medio de
infusién cerebro corazdn (BHI) al que pre¢iamente se adiciond 10%
de extracto fresco de levadura, posteriormente se realizaron
diluciones logaritmicas de 10—1 8 10_ con el misno medio de
cultiva, se incubaron a 37 C en una estifa bacterioldgica Marca
THELCO MOD. 8M. durante 24 horvas, despué; de este tiempo se
resembraron tres allcuotas en placas de agar sangre, con una
asada de una cepa nodriza de Staphylococcus aureus, esto se
realizéd tnicamente con las diluciones més bajas que presentaron
crecimiento banteriano. se incubaron a 37 C durante 24 horas vy
las e¢olonias que presentaron satelitismo se identificaron con las
pruebas bibquimicas de rutina (Cowan, 1874).

4



3.1.4. Serologia de los cerdos de abasto.

Lia sangre colectads se centrifugé a 1500 xg 4 € durante 15
minutas, una vez ohtenido el suero, en el ]aborator%o de
Diagnéstico de la Direccion General de Sanidad Animal (SARH) en
Sta. Ana Tecamac, Edo. de México, se llevé a cabo la deteccidén de
anticnerpos contra el virus de la Pseudo-rabia por medio de ls
técnica de ELISA.

Los resultados fueron evaluados por las pruebas de independencia
de Ji-cuadrada

3.2, ESTUDIO BXPERIMENTAL I1.

Determinacidén de la dosis mlnima de A, pleuropneumopiae.

3.2.1. Animales.

a) Se utilizaron 22 lechones hibpidos recién destetados, de
una granja libre de Pseudo-~rabia y de Célera Porcino,
seleccionados de diferentes camadas y con un promedio de 12 Kg de
peso. Estos animales se encontraron libres de anticuerpos contra
Cslera Porcino, Erisipela y Pseudo-rabiai No hubo evidencias de
signos clinicos caracteristincos de Pleurcneumonia Contagiosa
Porcina. i ‘

3.2.1,1. Alojamiento.

Los cerdos se alojaron en una de las  unidades de
aislamiento de la Comisién México Americana para la Erradicacion
de 1a Fiebre Aftosa en el Centro Nacional de Investigacién
Disciplinarie en Microbiologia (CENID-Microbiologla), ubicado en
Palo Alto D.F. Se adaptaron comederos y bebederos para que

tuvieran alimento y agua disponible ad libjitum.
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3.2.1,2, Alimentacién.
La alimentacion de los cerdos fue a base de un
concentrado elaborado en la féabrica dn alimentos dal

CENID-Microbinlogia, con la siguiente Pormulscidn:

Sorgo de grano 71.507 Kg
Paata de soya 26.493 Kg
Roca fosférica . 0.700 Kg
Carbonato de calcio 0.500 Kg
Sal comin . 0.300 Kg
Premezcla de vitaminas y minerales. 0.500 Kg

El concentrado fue elaborado para que proporcionara lo siguiente: .

Bneréla netabolizable 3150.0 Keal,
Proteina cruda 18.0 %
Lisina 0.8 X
Calcio 0.6 %
Fésforo 0.5 X%

El alimento’ fue servideo diariamente & la misma hora (8.00 AM)
pesando los residuos para calcular el consumo diario de alimento.
Los cerdos tuvieron un periodo de adaptacion hasta aleanzar los
25 Kgs. de peso. »

3.2.1.3. Vacunucién:

Los c¢erdos. fueron vacunados contra la Pseudo-rabia einco dias
despuéds de gque fueron recibidos, cada animal fue inoculado con 2
ml por via. intramuscular profunda de una vacuna comercial que
contiene un emulsionado del virus inactivado de una cépa aislada

en México,
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3.2.2. Cepa de desafio,

La bacteria utilizada fue una cepa de A. pleuropneumoniae
aislada de un pulmon con lesién caracteristica de pleuronsumonia
contagiosa, procedente de un cerdo sacrificado en el rastro
frigorifico de Ferreria en el D.F., esta bacterig fue tipifticada
por serologia como serotipo 1 (Ciprian y ecol., 1888). para
conservar la bacteria el pulmén fue congelado a -70 C y para su
rgcuperacion se siguié el procedimiento de Rosendal y col.(1986).
3.2.2.1. Hedios de cultivo,

a)~ Para el aislamiento bacteriano se utilizo el.medio base para
agat sangre (Bioxon de México) suplementado con sangre de bovino
al 5% (v/v), ssi como caldo infusi6bn cerebro corazén (BHI, Bioxon
de México).

b)- Extracto de levadura.

Se suspendieron 50 gr de levadura fresca de panaderia en 100 ml
de KH PO D0.24 se calenté a B0-85 C durante 20 minutos, se
ularif%co nediante 1la  filtracién en cartuchos Millipore
"Lifegard” CP-15, se ajustsé el pH & 7.2 con una soluoiéq 1 N de
NaOH. Se esterilizo por filtracién con membranas MHillipore de
0.22 pm se almacené a ~-20 C hasta su uso (Carter, 1975;
Boughton y Thorns, 1976),

c) Soluciones.

1.- Soluci6tn Salina Buterada de Fosfatos (PBS)

NaCl 8.00 ¢ _ -
kel 0.20 g
Na HPO 1.15 g

2 4
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KH- PO 0.29 g
2 4
Agua desionizada cbp 1 1.
d) Hedios y pruebas de identitficacién bioguimica (Cowan y Steel
1974).

3.2.3. Camara de nebulizacion.

Se utiliz¢ una cémara de 140 cm X 125 em X 81 construida y
estandarizada en la Unidad de Investigaﬁibn y Estudios de
Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan UNAH la
cual en una de sus caras se le adaptaron tres nebulizadores
medicos (Devilbiss, Somerset, PA, modelo 450) conectados a un
Eonpresor de aire modelo B131-C (Industrias G. Murguia S. A.,
México D. F.) y en otra de las caras tres tubos de salida
conectados a un matrdz Kitazato, que contenia una solucidn de
fenol adaptada a una bomba de vaclo FE-1500 (Industrias F. B, 8.
A. Zapopan Jal. Méx.). La ﬁiesibn de entrada y salida se reguld a
143 PCI p 3 Xg/cm, las particulas resultantes de la nebulizacién
tuvieron un didmetro estimado de 0.5 a § pm.

3.2.4. Disefio exporisental para detersinar la dosis minima de A.
slsuropnaunoniss .

Se utilizaron 10 cerdos de los anteriormente descritos los cuales
después de un periodo de adaptacidn contabhan con un peso promedio
de 30 Kg. Fueron distribuidos al azar en cinco grupes (A, B,'C, D
y B) de dos animales cada uno para ser inoculados por medio de
aerogoles. La cepa de @4, ngg;ggnégggnigg se cultive toda la
noche en una botella de Roux con medio BHI adicionado con 10X de
extracto de levadura, a 37 C y se recuperd por agitacion vigoruvsa
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con perlas de vidrio y PBS, posteriormente se roal izaron cuentas
viables por lu tacnica de Miles y Misra (1038%3)y diluciones puara

ohtener las dosis de inoculacidn que fueron l=wssiguientes:

Grupo N Dosis UFC/ml. Volumen M30. d e bacterias /1.
A 2 2 X 104 17 285
B 2 X 105 17 2655
Cc Z 2 X 1(.!G 17 26541
b, 2 2 X 1U7 17 265417
E 2 2 X 108 17 2854178

Para calcular el numero de bacterias por litre» en la camara se
utilizé la siguiente Ltdrmula: UFC X ml wt-reel vorlumen de la
camara = bacterias /1. (Sebunya y col,, 188)) el wvolumen de la
camara = 1281.3 1. '

Un. volumen tijo de 1a suspensién estandari==adn fue nebulizado
en forma constante (17 ml por grupo snimal or= 30 min.) en 1la
cdmnars de nebulizacién que con este £ in fue construida y
estandarizada en la Unidad de Investi'guof_ én ¥ Estudios de
Posgrado de la Facultad de Estudios Superiomss (uautitlan UNAN,
Despuds de la inosulacidn los cerdos se mant= wiexron en zahurdas
separadas para evitar la contaminacisn entr—e ellos. Tuvieron
libre - acceso al salimento y al agus, omo se describid
anteriormente.

El tiempo de 1s inoculacidn se considerd com hoa 1 y  a partir
del ocual se evaluaron en cada grupo los slgulontes parémetros:
signos elinicos, presentacidn de signo= s respiratorioes,
temperaturs.  corporal, tiempo de muerte, lesi wopms macroscédpicas,
tales nomo extensidn y aspecto de las lesiones: pilmonares, exdmen
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histopatologico de rutina y 1la recuperacion del agente. Los
aninales sobrevivientes fueron sanrificados siete dias desputs de
la inoculscidn y los pulmones fueron evaluados de la misma manera

que en los muertos.

Los resultados fueron evaluados por medio de un modelo de

redresion lineal cuya recta se define de la siguiente manera:

Yi=a + pX + Ei
¥Yi = i-ésimo X de lesidén

a = intercepto de la recta con el eje de las “"Y"
g = coeficiente de redresion
X = las dosis bacterianas utilizadas

Ei = error aleatorio.
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3.2.4.1, Necropsia.

A todos los cerdos que murieron de PCP, . se 1les realize la
necropsia, Todos los pulmones fueron removidos y las dreas de
lesidén pleuroneuménica fueron evaluadas de acuerdo al sistema de
Ciprian, (1888). L.os cerdos que sobrevivieron se sedaron
con azaperona (2 mg/Kg de peso, via intramuscular), anestesiados
con clorhidrato de metamidate (1.5 ég/Kg de peso, via
intravenosa) y se sacrificaron por choque - léctrico y

exsanguinacion.
3.2.4.2. Histopatologia.

Huestras de 1 cc de los lébulos diafragmaticos se colocaron en
. 1

trascos con formalina amortiguada al 10%, se incluyeron en

parafina y se obtuvieron cortes de 6 pmn de espesor los cuales se

titeron con hematoxilina-eosina (Santford y Josephson 1981).
3.2.4.3. Recuperacién del agente.

Actinobacillus pleyropneumoniae se recuperdé de acuerdo a Szazados
y Kadas (1881). El pulmén lesionado se sembrd directamente sobre
una placa de agar sangre la cual se oruzé con una asada de
‘Staphylocoeetis aureus, el cual sirvié como cepa nodriza, las
colonias que se desarrollaron mostrando satelitismo fueron
resembradas en una placa dg agar infusion cerebro ocorazén
suplementada con 10¥% de exgggéto de levadura, la caracterizacidn

de 1la bacteria se realizd de acuerdo a los criterios de Cowan y

Steel (1874).
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3.3. BSTUDIO EXPERIMENTAL III.
Estudio in vivo en cerdos inoculsdos ron la dosis minima de A,

pleuropneunonige vy el virus de Pseudo-rabia.

3.3.1. Disefio experimental.

a) 12 cerdos hibridos de diferentes camsdas con un peso promedio
de 35.8 Kg fueron distribuidos al azar en tres grupos de cusatro
cerdos cada uno, todos los animales fueron vacunados contra la
Pseudo-rabia como se describi¢ anteriormente y fueron sometidos a
los siguientes tratamientos: Grupo I, testigo solamente recibio
nedio de cultivo en las inoculsciones. Grupo II, 1inocculado por
via intra nasal con 1800 TCID del virus de Pseudo-rabia: Grupo
IIT, inoculado por via {ntrana:gl con 1800 ’I‘CIDg1 del virus de

50

Pseudo-rabis e inoculado por medio de asrosoles con 20000 UFC de
AY

A. pleuropneumonise en la camara de nebulizacion.

Para realizar 1la inoculacion del wvirus, 1los cerdos fusron
tranquilizados con ssaperona (dos mg / Kg de peso corporal por
via intra muscular profunda), una vez sedados los cerdos se les
introdujo una - sonda por via intranssal a través de la cusl fue
pasado el indculo,

‘Pdra analizar las variables estudiadas se utiliz¢ el siguiente
modelo:

Yid = M + Ti + Ei}

donde

Yij = X de 1esi$n pulmonar

¥ = media comin a todos los datos

Ti = i-ésimo tratamiento (i = i, 2, 3)
Eij = error aleatorio.
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h) Los cerdos se alojaron en cuatro unidades de aislamiento de la
Comisién MHéxico Americana para 1la Erradicacion de la Fiebre
Aftosa en e) CENID-Hicrobiologia ubicado en Pslo Alto D.F., con
agua vy alimento ad libitum.

3.3.2. Preparacién de los inoculos.

a) Virus de la Pseudo-rabia. A un monoestrato eonfluehte de
vélulas PK15 se le adicionaron 10 ml de una suspension del virus
de la cepa Shope de Pseudo-rabia. Se incubé durante una hora a 37
C para que se adsorbiefn, después de este tiempo se agregaron 20
ml de medio de cultive F15 ("GIBCO" catdlogo 410-1500)
suplementado con 1% de suero' fetal bovino y antibidticos, se
incubd a 37 C revisdndose diariamente para detectar el efecto
citopatico, después de 1la aparicion de dicho efecto el
monoestrato celular infectado fue sometido tres veces & un
proceso de congelacion descongelacion de -70 C a 18 C, se
centrifugé a 5000 xg durante 30 minutos y el liguido sobrenadante
fue titulado por la técenica descerita por.Rovozzo y Burke (1973).
b) Antibisticos: En 100 ml de solucién salina isoténica se
disolvié una mega unidad de penicilina G so6dica y un gramo de
estreptomocina, Se distribuyé en alicuotas de un ml y se almacenéd
en congelacion a -20 C. A)] adregar un ml de esta solucién a 100
ml de medio de cultivo, resultara una concentracion final de 100
UI de penicilina y 100 mg de estreptomicina por ml (Cumming,

1870).

c) La cepa de A, pleuropneumonine se incub6 toda 1la noche en una
botella de Roux con el mismo medio de cultive, a 37 C y se
recuperd por medio de agitacidn vigorosa con perlas de vidrio y
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PBS realizando cuentas viables por el métode de Miles y Misra
(1938) vy diluciones para obtener el inseulo el cual consistid en
17 nl de PBS con ZXl[J4 UFC/ml y un total de 2B% bacterias por

litro de sire en la camara.

3,.3.3. Evaluaoién de los signos clinicos.

El tiempo de inoculacidn se considerd como la hora 1 y apartir de
esta se evaluaron en ecada grupo: la temperatura, los signas
clinicos, el tiempo de muerte v la extensién vy aspecto de las
lesiones pulmonares. Ademas, en el momento de efectuar la
necropsia se tomaron muestras de tejidoes: pulmon, tonsila,
encéAfalo y ganglio linfdtico, las cuales se separaron an tres
porciones para ser trahajadas de la siguiente manera: una porcién
s? £ijé en Pormol al 10¥%, para ser trabajada para histopatologis
por .la técnioa descrita por Sanford vy  Josephson (1881).
La segunda porcién se utilizd para el aislamiento bacteriano por
la técnica de Szazados y Kadas (1881) y la dltime fue congelada a
=70 C para identificar el virus de la Pseudo-rabia por medio de

1z téonica de inmunoPluorescencis de Allan y eol., (1984).

En un microtomo criostato IEC Hodelo CTI se realizaron cortes de
6 pm de grosor que fueron montados en laminillas, Pijados con
acetona durante 30 minutes, se lavaron en dos ocasiones con PBS vy
dos nds ocon nguu' doestilada, se tineron con un conjugado
flouresceinado anti Pseudo-rabia y se observaron al microscopio

de luz ultravioleta.

(El conjugado fue proporcionacdo por el lepattamentoe de
Diagnostico de la Universidad de AMES IUWA).
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3.3.4, Necropsia.

A todos los cerdos gque murieron se les vrealizd la necropsia.
Todos los pulmones Pueron removidos y las dreas pleuroneumdnicas
fueron evaluadas de acuerdo con el sistema de Ciprian
(1888). Los cerdos que sobrevivieron fueron sedados, anestesiados

y sacrificados como se describis anteriormente.

3.3.5. Evaluacién de la  danancia diaria de peso y

conversidn alimenticia:

Los eerdos Je cada grupo lueron pesados una vez por semana
durante el periodo de¢ adaptacion, el dia de la inoculacidén y el
dia de 1la mnuerte o sacrificio. El alimento ofreeido y los
residuos fueron pesados diariamente para obtener el consumo de
alimento.

La ganancia diaria de peso se obtuvo al dividir la diferencia del
peso final menos el peso inicial entre el numero de dlas, La
conversidn alimenticia se obtuvo al dividir la diterencia de peso
final menos el pess inicisl entre el total de alimento consumido,
El peso inicial se considerd una vez que los cerdos alcanzaron

los 20 Kg de peso.
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4. RESULTADOS.

4.1. ESTUDIO EXPERIMENTAL I

De los 100 pulmones estudiados 60 (B0%) corvespondieron & los que
presentaron lesion caracteristica de PCP y 40 (4uU%) se
encontraron aparentemente normales. De los pulmones ocon lesion
se logre el aislamiento barteriano en 57 de ellos (95%),
identificandose el Actinobacillus pleurpnenmoniae serotipo 1.

De los pulmones normales ho.‘se logrd el aislamiento del
actinobacilo, descartdndose el crecimiento de cualguier otro tipo
de bacteria.

En cuanto a la serologila 46 (76.7%) sueros de log 57 en los que
se logro el aislamiento baecteriano, resultsron positive a VPR por
la prueba de ELISA y 11 (18B.3%) se encontraron negativos. Ve los
tres sueros correspondientes a los pulmones en los que ge
encontrod lesion y no se logré el aislamiento de la bacteria un
suero {1,74) fue positivo a VPR y los otros dos (3.4 ¥%) fueron
negativos. Catorce sueros provenientes de cerdos cuyos pulmones
" se encontraron normales resultaron positives a VPR vy 26
resultaron negativos, representando el 35% y 65% respectivamente
(fig. 1.) (Cuadros 1 y 2).

4.2. BSTUDIO EXPERIMENTAL II

Determinacion de la dosis minima de bacterias (Actinobacillus
pleuropneunonige) capsz de —;;6ducir signos clinicos de neumonia
s8in causar la muerte de los cerdos:

Temperatura corporal: después de la inoculacion de la bacteria,
los cerdos de los diferentes grupos no presentatron elevarcidn de
la temperatura mantenidéndose esta dentro de los pardmetros
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observados durante e) tiempo e adaptacion con un promeddn de
38.1C.

Signos respiratorios: Los eanimasles de inos grupos O, Doy E
presentaron disnes de reposo, tos, ancrexia y hemoptisis antes de
que ocurriera la muerte. [ns cerdus de  log drupes A ¥y B e
presentaron disnea de reposo pern si cuando ftueron forzados al
ejercicio. Un cerdo del grupo A y otro del _grupo B  presentaron
disnea de rpoposo. tos. anorexia y hemoptisis antes de yue
ocurriera le muerte (Fig. 2). Dos cerdos sobrevivieron de todp
el lote experimental (grupes &, B, C, D ¥y k). La mortnalidad,
tiempo de nmuerte y % de lesion pulmonar se encuentra en €l

cuadro 1, Fig. 3A v 3B,

En el grupo A murio un animal que tenfs el 14% dellarea pulmonar
afectada,  con lesiones caracteristicas de PCF en los
lébulos diafragméticos, sin emborgo también se encontrdéd una
lesidn similar a las causadas por mycoplasmas en el lébuloc apical
"derecho, en el grupo B solo muris un animal pero en este el
araa'hulnonat afectada fue de mayor tamano (29.6%), presentando
las lesiones principalmente en los l8bulos  cardiaco vy
diafragmatico. El tiempo de muerte en ambos grupos fue maysr de
100 hs, en los demds drupos murieron tudos los animales. El 4rea

pulmonar afectada fue de 28 a 67.7%, y el tiempo de muerte fue de

16 a 98 hs.

El resultado de la regresion lineal del area pulmonar atectada
enntra la dosis de bacterias utilizadas se representan en la

Fig. 4.



4,2.2. Lesiones macroscédpicas: .

En todns lo:

cagox 'as lesiones se epcontraron principalmente  en
ins  Gabnlas  eardiacos ¥ disfragmdticos, presentando dreas de

consalidacian ds enlar roio purpura, con  zonas de infarte rojo

BES a 1t twm de larsn asesiadas ecer plenritis Pibrinosa,
hemorradian, congestion. edema y  pleuresia., Se encontro espuma

sanduinolenta con fihrina &n tragquea y hronquios (Fig. § v 6)
4.2.3. Lesiones microscdpicas:

En es osxamen hisropnralagicos los lesiones corrassondisron o las
producridas pur A. pleuropneumgniae se encontré pleuritis,
hemorragias, rongestién. trombosis, célulss transformadas, (son
mscrﬂfaéns aque por cfecto de las toxinas bscterianss se alargdan y
agrupan fermando “"remolinos™), necrnéis cuagulativa, acumulos de
bacteriase infiitracién de polimorfonuclesres (Fig. 7), no se
encontrt difervencia  en Jas  lesiones  en las diversas dosis pero

si en el frey pulmonur vfectada

4.2.4. Bacteriologia de 1los pulmones:

De todos 1los pulmones con lesidén caracteristica de PCPF se
reéuparo A. pleuropneumoniae que correspondid al mismo serotipo
inoculado. Del cerdes del grupo A que murié se recuperd un
Mycuplasma spp del 16lulo  pulmonar apical derecho, el cual

presentd una lesidén diferente a las demds.
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4.3, BSTUDIO EXPERIMENTAL III,

4.3.1. Evolucién de los signos clinicos,

Tewperatura corporal:

La temparatura en los cerdos de)l grupo 1 se mantuvo dentro de los
pardmetros normales durante el tiempo del experimento, mientras
que en los grupos Il vy 171 se elevd a 41 v 40.7 C
respectivamente, en los animales del grupo I11 se mantuvo elevada
hasta ls muerte de estos, mientras que en los del grupo 11 empezé
a descender s partir del quinto dia excepto en un animal que la
mantuvo alta (Fig.8)

Signos respiratorios:

En les animales del grupo testigo no se observaron cambios en el
ritmo y tipo de respiracion, mientras que en los del grupo II y
11T mostraron disnea, primero de reposo y posteriormente de
esfuerzo, siendo cada vez menos evidente. En el grupo IIl después
de la inoculacidn con 1; bacteria los signos se agravaron y antes
de la nmuerte se encontrd polipnea, tos'productiva, estornudos,
vémito y hemoptisis. .
4.3.2. Lesiones macrosodpicas.

A la necropsia no se encontraron . lesiones patolégicas en los
érdanos de los perdos del grupo testido, en los animales que se
inocularon unicamente con el virus se apreciaron lesiones en los
lébulos apicales, dichas lesiones tenian una apariencia
-gelatinosa de color rojo violaceo con edema muy aparente en los
intersticios y las pleuras (Fig. 9, 10 y 11), la superficie
pulmonar afectada en promedio fue de 32% (22.8 el 38.4%). En el
grups que recibin los dos miercorganismos las lesiones fueron mds
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gdeneralizadas, encontrandose lesiones en todio s los  Lébulus
pulmonares, las lesiones eran de color 1z o pirpura con
zonas de necrosis, adherencias y pleuritis, 81 4rea afectada
varié de 26.3 al 68.9%Z con un promedio de b % (Fig.124, 1B,
y 12C). En el analisis de varianza se encont:.r(; que el modelo
utilizado fue altamente significativo ( P<U.001) yun coeficiente
de determinacidén de 0.83, encontrandose tanl>ién diferencias
significativas entre la magnitud de las I esiones en los
diferentes tratamientos (P<0.05).

4.3.3, Lesiones mioromsodpicas.

En los cortes histologicos gue correspondieran &l grupo testigo
no se encontraron rambios patolégicos en los terjidos, mientras
que en los cortes de pulmén del grupo 11 se encontréd neumonia
exudativa,  con abundancia de cé&lulas polinorfonucleares en
bronquiolos, congestidn, hemorrdgia, plesxitis fibrinesa,
infiltracién linfocitaria peribronguial, corpusexales de inclusién
intra nucleares en cé¢lulas epiteliales (Fig. 13), sin encontrar
cambios patoldgicoes en otros tejidos. Los coxtes histolégicos
del tejido pulm;nar de los cerdos del grupo 117, se

caracterizaron por presentar congestién, hemorr#Zgias, trombosis,

edema alveolar e intersticial, pleuritis <m exudado de
mnononucleares, hemorragia subpleural, necrosis cuagulativa,

algunas ecédlulas transformadas (Fig. 13 y U}, corpiscnlos de
inclusidn intranucleares y acuimules de bacteriss - En  los cortes
de pancress y parédtida se observé avanz:2da  destruceidn,
necrosis y corpusculos de inclusién intra nue Leares, en  los
otros tejidos. no se encontraron cambios pat 08 ees.
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4.3.4. Aislamiento e identificacién de los agentes inoculados.

Se aislé A, pleuropneumonise de los pulmones de los cerdos del
grupo 111, que correspondié 2l serotipo inoculado, se aislo
Pasteurells mnltocida de el pulmén de un cerdo del grupo 11 y no
se logro aislamiento bacteriano de los otros tejidos (Cuadro 4).
Evidencia del virus de la Pseudo-rabia en los tejidos,

Por medio de la inmunofluorescencia se detectd la presencia de
antigeanos virales en los tejidos que anteriormente presentaron
corpuseulos de inclusion, se observaron en los pulmones del
grupo 11 v III1; en dos tonsilas del grupo 11, una tonsila,

pardtida y pancreas de los cerdos del grupo III (Cuadro 5).

4.3.5. Ganancia diaria de peso y conversién alimenticia.

El comportamiento de los cerdos s; puede observar en la figurﬁ
No, 15 donde se muestra que durante la fase de adaptacion los
grupos [ y TII tuvieron una ganancia diaria de peso de 600 y
850 gr.. respectivamente y en el grupo ILI la ganancia diaria de
peso fue de 458 gr, despuéds de el dla de inoculacidén el grupo I
mantuvo su crecimiento en forma normal en tanto que los grupos II
y 111 perdian peso rapidamente. Los cerdog del grupo 11
perdieron mas peso debido a gue el consum; de alimento fue nulo y
sobrevivieron hasta el sucrificin mientras que los del grupo I1I
murieron despuds  del dasafio. En cuanto a la conversién
alimenticia se encontrd que los cerdos del grupo [ fue. de 3.23
Kg, para el grupo Il de 2.87 'Kg y rpara el grupo 111 de 3.77 Kg de

alimento consumido por kilogramo de peso vivo.
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FIGURA 1 : Grafica que muestra los resultados Bacteriolégicos y serolbgicos ¢z los
pulmonas de czerdos sacrificados en rastro.
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FIGURA 1 : Gréfica que muestra los resultados BacteriolSyicos y scrolfgicos de los
pulmones de cerdos sacrificados en rastro.
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CUADRD {1, Tabla de contingencia y resuitado de la prusba de

paro el andlisis de tipo de pulmdn y aislamiento

bacteriano.

Alslamisnto No Alslamiento
pulmdn c/ lesidn. 87 3 80
pulmdn s/ lesidn. o 40 40
87 43 100
2
B lobesel | o4 5
asp
Tabla de contingencia y resuitado de lo prusba de X2
en el andlisls de serologla y aislamiento bacteriano.
Aislamisnto "No Aislamisnto
susros + 46 | 47
sueros - 1] 1] 37
87 27 a4

x“a e

2, tob - ewnf
s p

44

Tabla de contingencio y resultado de la prusba de N

an. el andlisis de serologia y tipo de pulmdn.

Pulmdn c/ lesidn [Pulmén s/ lesién
susros + 47 4 al
susros - 1 2e¢ a7

8 40 98
2
2 (ob -
X mmee— ~— = 2.3

%% de tabla con X « 0008 = 7.88
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CUADRY 2. Tahbla ¢2 Contingenzia y 3asultagos 22 %

tagas 1os factoras estudiados.

2

, Jarz 2h andlisis ¢

esp

29

Aislamiento No Aislamiento

Pulmdn ¢/ lesidn a6 ) a7
serolegia &+

Pulmdn'c/ lesidn T 2 '8
sarologia - -
. Pulmdn s/lesion o 14 Y
serologla -

Puimdn s/ lasidn o 26 26
serologla - \/

87 a3 100
2
b - es
x® o LoB o 23R) g g




FIGURA 2 : Fotorrafia que muestra un cerdo minutos antes de la
muerte, se puede observar la hemorragia por fosas
nasales y boca,




CUADRO 3 : Promedio de lesidén pulmonar, mortalidad y tiempo de

muerte en cerdos inoculados experimentalmente con A,

GrUPO® posts® % DE LESION MORTALIDAD  TIEMPO DE MUERTE

A ax10* 14 11 134 Hs
B ax10® 20.8 1A . 110 Hs
c ax10° 3s.e ae 90 Hs
D 2%10° 40.1 asz 76 Hs
E ax10" 80,3 ar2 32 Hs

a). - de dos animales cada uno.
b). - inoculados por aerosoles.
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FIGURA 3A :

Esquema de la vista dorsal y ventral de los pulmones
de los cerdos del experimento II, que wuestran la
extesidén de las lesiones.

4
a Grupo inoculado con 2 ¥ 10 UFC/ml

5
b Grupo inoculado con 2 X 10 UFC/ml

3

[
¢ Grupo inoculado con 2 X 10 UFC/ml

¥ Lesioén diferente a la causada por Al

pleuropneumoniae, provocads por Hycoplasma spp.
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FIGURA 3B

Esquema de los pulmoxes de los cerdos del exper:=inn o
II que nuestra la extensién de las lesiones.

7
d Grupo ‘inoculadc con 2 X 10 UFC/ml

8
e Grupo inoculado cop 2 X 10 UFC/nl
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FIGURA 4 : Grdfica de 1a regresibn 1ineal del Area Puimonar Afectada contra
la Dosis de Dacterias Inoculadas.
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FIGURA 5

Lesiones macroscépicas en pulmén
jne, se aprecian
rojo, pleuritis y hemorragias.

causadas
zonas de

por 4.
infarto



RA 6 ¢ Dletalle de pulmén de cerdo afectado por A~

plauropneumnoniae, se aprecia edema, congestiéon vy
hemorragia.




FIGURA .7 : Histopatologia de pulmén de cerdo afectado por A.

pleuropneunoniae, se puede observar edens,
hemorragia y células ‘transformadas formando
remolinos. -




FIGURA 8 : Medias de las temparaturas en los tres grupos. La flecha a

' marca - la noculacién con el virus, se observa un pico de
temperatura el dfa 7. La flacha b marca la inoculacidn de
1a bacteria. '
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_FIGURA 8,

10y 11

Lesiones macroscopicas de los pulmones de los
cerdos 1inoculados con #)] virus., Se puerde
observar la magnitud de la lesidn, 1la gran
cantidad de liquido contenido en nl aspacio
subpleural e instestisial nue le da aspecto
gelatinoso a la lesidn.
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FIGURA 12A : Esquema de la vista dorsal v ventrsl de los pulmones
de los cerdos del grupo control.
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FIGURA 12B : Esquem . de la vista dorsaly ventral de los pulmones
de les: cerdos del gnger Anoculado con YPR. Se
obsers : ol drea pulmonar fectada.
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FIGURA

12

C

Esquema d» la vista dorsal

pulmones de los cerdos inosculados conm VPR y A

pleuropneugoniae.

Lo 47

y

vantral

de

los







FIGURA 13 y 14

‘Histopatologia de los pulmones del grupo III. Be
observa ' edenma, infiltracién -de oélulas
mononucleares, hemorragia, células transformadas
(g) y corpdsculos ,’de inclusién intranucleares
(B).




CUADRO 4: Recuperacidn de A. pleuropneumoniae a partir de organos

de los cerdos inoculados.

ORGANO

PULMON
TONSTI LA
CEREBRO
G. LINF,
BaZO |
HIGADO

GRUPO"
1 b §1 111
..
negativo negative positlivo
negativo negativo negative
negative negativo nrgative
negativo negative negativo
negativo negati vo positivo
negativo negativo positive

# cuatro cerdos por cada grupo

wn se aislo P,

multocida de un pulmén.



S: Identificacion del VPR

la - técnica

Inmunofluorescencia a partir de los organos de
cerdos {noculados.

de

los

ORGANO
I

PULMON negativo
TONSILA negativo’
CEREBRO negativo
G. LINF. negativo
PAROTIDA negativo
PANCREAS negativo

SRUPO®
11 IXI

positivo positivo |
positive® positive ©
negativo negativo
negativo negativo
pesiti vob negativo
positi vob negative

a) cuatro animales por grupo

b) en un caso

<) eh dos casos
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FIGURA 13 B Comportamiento de los cerdos sn las tres grupos

Ko

T Inocukicion con VPR,

20 | ™ Inocutedldn con 1
. bacteria.

»# Por la muerte de |
animal no se continua-

rdn las pesadas en
este grupo,
| d

-




5. DISCUSION:

En !a primera parte del trabajo del total de susros estudiados,
¢l 81% se encontraron positives a VPR cifra que concuerda con las
mostradas par ohros autares en estudios reslizados en diferentes
partes del pals (Medina y Correa, 1877, Mercado y col,,1982),.8e
observd que  en los cerdos de abasto con  lesién neuménica
carscteristica de PCP., un slto porcentaje de ellos (76.7%X)
presentaban anticuerpos contra FPseudo-rabia, mientras que los
sueros procedentes de animales sin lesion pulmonar solo el 35X
resultd positivo 8 VPR, resultados similares reportaron Badiola y
Puiols (1984) en un estudio en el que encontraron la relaciodn
positiva entre gislaminnto de Pasteyrellia multocida y serologia
contra VPR en pulmones con y sin legion de cerdos de abasto. Los
resultados se s&nalizaron por 1la prueba de independencia de
Jdi-cuadrada que nos proporciond evidencia estadistica (F<0.01)
para afirmar que la relacion existente entre el aislamiento
de A. pleurcoppeumopise vy la serologia positiva a VPR es
alta (Cuadros 14, 1B, 1IC y 2).

En el segundo experimento Se encontrd que la PCP se reprodujo
cuando el agente causal A. pleuroppeumonine FPue inoculado por
medio de aercscles, situacidn comprobada anteriormente por
Sebunya y Col. (1983sb). MHediante una nebulizacion con una
suspension de 20000 UFC/m} de Actinobacillus pleuroppeymoniae en
17 ml de PBS durante 30 min. se reprodujeron lo« signos de PCP
sin causar la muerte de los cerdos, aunque en este experimento
uno de los animales murié se puede atribuir la muerte. a .la
asociacién encontrada de A.pleuropneumonise con Hycoplasma spp.)
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se -ha encontrade que wuna inteccién previa econ Mvooplasma
hyoencumoniae actua como un factur predisponente gue =xacerba la
PCP (Yagihashi y col.,1u84).

Dosis superiores a 2 x 10 mataron a todos log animales
desafiados. En un estudia anterior Nicolet (1885) observe que
los cerdns inaculados wcon dosis de 101 bacterias por via
intratragueal eran suficientes para producir signes clinicos vy
10000 para producir la muerte, lo que nos demostrd que la via de
inoeculacién judo un papel muy importante. Por 1la via intra
traqueal todo el indculo alcanza las vias respiratorias mientras
que por acrosoles, dependerd del tamafo de las gotas en las que
se enhauentre suspendida 1la bacteria (Jericho.1988) y par 'la
cantidad de aire inspirada por el cerdo durante el tiempo de
inoculanién, sin embargo la distribucidn de las particulas en el
tracto respiratorio es homngénea. Los signos e¢linicos observadas
en este trabajo fueron similares a los mostrados por Olander
(1983) aan cuando inocula por diferentes vias algunas cepas. de
Haemophilus. La temperatura corporal fue tomada por primera vez
12 horas despuds de la inoculscidn, encontrandose dentro de los
pardpetros obtenidos antes del desafio. Olander, (1963) en el
estudio mencionado encontrd que la temperatura se eleva durante
lag prineras ocho horas después del desafio., para postericrmente
descender incluso a niveles sub normales (34.4C) y en élgunos
casos retornar a 1la normalidad entre seis y doce horas pos-
inoculacion, presentando elevaciones eventuales ocasionglmente,
algo similar pudo haber ocurrido en este estudio ya que al tomar
la temperatura 12 horas después de la inoculacisn no  detectamos
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ningnna #levacidn. La patologia de los pulmones correspondid con
las legiones carécterishicas causadas por la accidn de
Botinebagillus  pleurocpneumoniae. siendo similar a la reportada
por otros autores en estudios snteriores (Olander, 1863, Shope,
1964, Little y Harding. 1971, Gunnarson y col. 1878).

Olander (1985) demostré gque al inocular por vias respiratoria
Actinobacillng pleuropneumoniae actda como agente primario
causando enfermedad, sin embargo no descarta la posibilidad que
bajo ciertas ~ireunstancias antie como agente secundario
despues de la accion de un virus o algunas bacteria.

En el presente estudio se observé gue los cerdos vacunados contra
VER enando smn desafiados con 1800 TCiD ) del virus por via
intranasal desarrollaron un proceso n¢um0nioo?uy el tejido del
sistema unervioso central neo fue afectado ya que los estudios de
histopatologia e inmunofluorescencia lo demuestran, contrastando
con el trabajo de Alva-Valdes y col (1963) quienes encontraron
que el desatio de cerdos vacunados con diférentes vacunas contra
la VPR no murieron =in embarge presentsron signos clinicos
nerviosns y vaspiratorios, agi como severos cambios patologicos
en sistema ner&ioso central como: meningoencefalitis eosinofilica
con Areas foesles de edems, desmielinizacion, infiltracidén de
leucocitos. en cercbro, nddulos de microdlia, satelitocis y
neuronofagin, tamhien encontraron lesiones en tracto respiratoerio
como fueron congestidn de los cornetes con exudado purulento en
la cavidad nasal, neumonia con congestién, consolidacidn y 4reas
blancas que medien de 2 a 5 mm., necrosis tonsilar as} como
agrandaniento, congestién y edema de los ganglios linfdticos
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regiomales. Exiztem sreportes wen  los unsles se  discote ba
patogenicidad de las diferentes cepss del wibnur, WHowond v de
Paeli (13838), encontraron cepas gne prodoeen wita mortalidad en
cerdos de engorda: Cornter, (1385). Paskerville. (1471).
Baskexrville vy o). (1371) describen cepas con fuerte aflaidad vor
el tracts respiratorioc produciendo neumonias pare sin perder su
capacidad invasora para el sistema nervioso central. Las lesiones
nacroscopicas encontradas en los pulmones de los cerdos del grupo
11 ino.culado con VPR, no difieren con las encontradus por otros
autores (Corner, 1965, Baskerville, 13873). En cuanto » las
lesiones microscopicas concuerdan con las descritas en la
litera tura para las viun rvespiratorias (Baskerville 1973), pero
no en las encontradas «n sistema nervioso central ya que en
nuestro caso tales lesiones no se encontrardn en dicho tejido.

Los cerdos del drupo II que fueron sacrificados, a la necropsia
se encontro que las lesiones solo comprometian los l6bulos
apicales del pulmon, Los cerdos del grupo III- después de 1z
segunda inoculacién mostraron signos clinicos més severos
nuriendo los cerdos, entre las 18 hs. y 1las 40 hs‘ pos-
inoculacién. Se apreciaron Jeslones mds extensas y severas en
todos los lobulos pulmonares, resultados similares a los
reportados por Pattison y ¢ol (18957), Matthews y Pattison, (18961)
cuando desafi.ardn cerdos intratraquealmente con el virus de
colera porcino se desarrcllaron los signos clinicos 'de la
enfernedad, pero ademﬂ.ﬂ se encontraron pequefas lesiones en la
porcisn anteroventral del pulmdn, agravandose 105 signos ¥
present ando lesiones mas severas cuando se inoculd el virus. con
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Haemaphi los  pearpinfluenzee .

Se ha demostrade que Jos cendos vacunados con cepss inactivadas
o atenuadas de VPR desarrollan inmunidad, pero esta no inpide la
infeccinn sunque si atenva los signos y disminuye la wmortalidad,
i{HecFerran y Dow,1873, 1975); se observs que en los cerqos
vacunados y desafiados can VPR se afectd la remocidén pulmonar de
P, multocida (Cahallero, 1985), en otro estudio Fuentes y Pijoan
(1984) obsevvaron que se afectt la fusién fadosoma-lisosoma, que
es necesaris para inactivar las bacterias (fagocitadas, lo que
permite que la super infeccion con bacterias se realice. Estas’
evidencias y los resp]hados obtenidos en este trabajo pudieran
explicar las observaciones hechas en granjas porcinas en las
cuales se presentan brotes severos dg neumonia ‘una vez gue se
realiza la vacunacidn con YPR, En los cerdus de dichas granjas,
si se presents la infecciébn viral pos-vacunacién los animales no
mueren, pero si presentan lesién pulmonar que ftacilita la
superinfeccién con A, pleurupneumoniae, pfesentandose el fendmeno
de siinergia., por lo tanto, la enfermedad es mﬁé severa y con alta

mortalidad.
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8. CONCLUSIONBS

Se encontrd que existe una tuerte relacion entre el aislamiento
de 4, pleurcopneumgnjase de pulmones con lesién caracteristica de
Pleurconeunonia Contagiosa Poreins y 1a serologia positiva a

psudo-rabia en los cerdos de abasto.

Se logré determinar la dosis minima de 4. plgurobpnoumonise
gerotipo 1 que inoculada por aerosoles provoca infeccion

respiratoriu sin ocasionar la muerte de los cerdos.

Se encontro que los cerdos vacunados contra pseudo-rabia, quedan
" protegidos de la infeccién nerviosa y de la muerte, pero no de la
infeccion respiratoria que lesiona el tejido pulmonar cuando son

desaf indos con une cepa virulenta del virus por via respiratorisa.

Lvg cerdos vacunados contra pseudorabia cuando son desatiados
prinero con una cepa virulenta del virus y despuds con una dosis
minina de A, pleuropneumgnise desarrollan un proceso grave de

pleuroneumonia que los mata en pocas horas,

La ganancia diaria de peso se ve afectada cuando los cerdos son
inooulados, sin embargo la pérdida es total cuando interactuan

los dos adentes.
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