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RESUMEN
Esta trabajo analiza la interaccion de Mygolasmp hysensumonige v

Pastsurglla oultocida en la infeccidén experimental da cerdos
cervencionalas. Se utilizardén 1los siguiantes cuatro grupos Jde
cuatro cerdos cada uno: I tastige, II incculado solamente cor M.
hyceneungnize. III inoculado scolamente con B, pulsocida v IV
incculado primare con M. hycprsumonipg v después con P, maltocida.
Les  csrdoe fuardn de 1a raza Yorkshira destetados a la  quintas
semana ¥ se sacrificardn a los 36 dias. Er; los cerdos del g9ruso I
la  temperatura fudk normal vy no se observd tos o disnea, no
presentarén lesionas pulmonarzs, excepto uno de ellos (Peduena
zona da 3%) dal cual se aisld Mycorlazme hyerhinis de la  iesadn,
que fud de tipo proliferativo, no se aiclardn los agentes
infeccicsos que fuardn inoculados en los otros giupos y les
fndices de cracimiento fuerdn normales. E1 9rupo II1 Eresantd

temparatura vy signos raspiratorios nornales, no se ehcontraron

lesionaes macroscépicas ni microzcoHpicass, no se aisld

y los indices de crecimiento fuarén rormules, P, multczide scle
no fud capaz de infectar y colonizar el pulmén. La iroculacidrn corn
M, byopheunonipge en el grupo II provocd hiperterwmia los diaz 19

al 23 y los cardos presantardn tos y disnea moderada y con Signos
de recuparacién, las lesiones macroscépicas abarcaron del 4 al 7%
" de la superficie pulmonar y fuerdn de tiPo proliferativo. se aislé
el micoplasma en todos los pulmones y la ganancia diaria de peco
fud normal aunque el consumo de alimento fué mayor. En los

cardos del grupo IV inoculado con anbos agentes se agravd y se

prolong®d la hipartermia, Presentarén tos y disnea de mayor



sgveridad vy con sianos de agravamiento, las lesiones macroscépicas

abarcardn del 22 al 26X y fuerén de tipo exudativo, se recuperd
hyopnaumnoniaz de todos los pulimones y solo se recuperd en tres

aninales P, m

=

1tccida 13 dias deszpuks aln de ineculada, cuyes
Pulnones estaban pravianente infectados con el micoplasma y fuerén
incapaces de eliminar & pasteurela. Los grupos mostraron indices
da crecimiento similares en la garancia diaria des Feso, cSin

einbargo en el grupo inoculado con ambos agentas el consumo de

.o
alimento fud mayor. .




ABSTRACT
The interaction between Mycoplasma hyopneumoniae and Pasteurella

wag investigated, four exparimental groups were sat up: I,
controls 1I, inoculated with M. hyoprieunonias alones 111,

1noculate1)ﬂth P. multocida alone and IV, first inoculated with
days old when infected with Mycoplasmaz 23 days later they were
inoculated with Pasteurella. All pigs were killed on the 36th day
of the experiment. In group IIXI, temperature and respiratory
functions were found normal, no lung lesions were observed and P,
multogida was not recovered by culture. Pigs in group 11 showed
hypertharmia from days 19 to 23, moderate coughing and dyspnoea
vere recordeds their lﬁngs showed proliferative lesions in 4 to
174 of their surface from which M, bhyepneumnoniae was isolated.
Pigs in group IV had bimodal hyparthermia; the first peak similar
to group II and the second appeared 5 days later: cough and
dyspnoea were some how more severae, exhudative lesions were found
in 22 to 26% of lung surface, in three pigs P. multocida was
izolated and M. hyopheumonjae was isclated in all of, them. All
-animals had similar growth rates, but pigs in grow IV required
éoz more food. These results suggest that M, hyopneumoniae causes
a moderate pneumonia and is not fully eliminated from lungs. On
the other hand, . multozida whan inoculated alone is not

pathogenic and is cowplately removed.
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1. INTRODUCCION

Ross, (1984) en las memorias'de la Asociacidn Amazricaba  de
Especialistas en cerdos menciorna: "Las neunconias cfonicas en <l
cerdo se pusden observar como un complejo producido por agentes
infecciozos fuertemente influenciadoz por factores ambientales,
Mycoplasmna hyopneungniae es claramente =l agénte eticldqice
primario en muchas de estas reumonias crénicas: cuando este
microo}ganismo esta ausente en los cerdos d2 crecimiente vy
fimalizacien lags reumonias crdrmicag son de poco impacto. La
importancia del micoplasma puede zer sobrevaluada vy ze ha
preferido caracterizar esta neumonia como una enfermedad
infaccicza clisica con determinades sigres clinices tipicos v
cambios morfoldgiccs., E] colozar azi a esta enfermadad dentro de
la definicidn, puzde entenderse, pero al idgual aquz otras
enfarmadades que tienen en comdin la moderna explotacion
animal, la "nzumonla micoplasmdticz porcina”" (NMP) o "neumania
enzootica"” {NE) es claramente una enfermedad de produccidn

multifactorial vy con muchas facetas misteriosas”.
1.1. Factores que contribuyen a la presentacién de las neumcnias.

Se reconoce que en la patogeénesis de la neumonia crénica de
los cerdos juega un papel extremadamente importante M.

niae adewds de los agertes microbianos secundarios, tales

como P, multgcida, de ciertos factores ambientales y de manejo,

sin ambargo, mucha de la informacidn acerca de los factores Aue



influsncian la presentacidn de la enfermedad en forma natural «s
incompleta, espaculativa vy como sucede en otras  enfermedades
complejas y multifactoriales, =z dificil dzterminar el papel
exaéto, ast como el significado de los componentes' involucrados
(Roes, 1934, Pijoan y Morrison,1935).

La influzrcia del medio ambiente v de alaurcg cistemaz d=
man=jo en la salud de los cerdes de engorda y particularmente =i
relacion a  las neunonias, @e sefialan una serie de factorss que

)

combribuyern a que dghas sa  presentent erbre otros podomcs

considerar los siguientes:
1.1.1, Efecto del medio ambiente
1.1.1.1. Temperatura, movimiento del aira y humaedad

Los cerdos se adaptan rapidamente a cambios moderados de
temreratura (13 a 24 C) en donde 21 efecto sobre la salud ez
minimo. La  tempzratura  anbiental adecuada de la zaburda =& ve
afectada por aizlamiento insuficiente ¢ por las corrizntes dz
aire que van desde los piscs, fraredes, puertas y ventarnas, Ung
velocidad de aire moderada de 30.43 cm/seg. enfria el medio
ambriernte tdrmico a 7 €, los pisps cemsntados a 8 C vy con un valor
R (resistencia t&rmica) de 14 en laz paredez de la zahurda, s=2
obtieren temperaturas de 1 C =n las mismaz. Las corrientes de aire
frio y tenmperaturas extrenas provocan tensidn en  los  czrdos
afectanda los mecanizmos de inmunidad, provecando suceptibilidad a
la enfermedad. Los cerdos toleran una concentracién de humedad
entre amplics margenes (50 & 90%) dentro de tzwperaturas que se

encuentren e&n la zona térmica neutral (15 a 30 C)3 la humedad vy



tamrerstura elevadas del aire pueden disminuir el apetito,
cankbezs quz la baja humedad asociada con resequedad pusde afactar

srachta resptretorio (Thomas, 1934, Fijoan, 1985, Pijoan vy

sorrizens, 1%8S5). .

1.1.1.2, Gases nocivos, particulas de polvo y bacterias en el aire

Loz agases amomiacel y gaszs 3ulfuresos @si come partlculaz  de
polve en forma individual o combinada tierer poco efecto sobre el
cerda (Curtiz et al.,197%9). pero el biaxido de carbono, el
mondxide de carbono y el hidxide de nitrogeno, pueden  ser
perijudiciales para el arparato respiratorio sano {Curtiz,1731). Se
ha encontrado que concentracicn:s d= amonio d= S0 a 7% epm
provenientes dz los desechos animales en areasz confinadaz reduce
la capacidad de los lechones rara eliminar del  pulmin las
bactertas inspiradse . En ctros estudics, =e concluye que hay un
auAanta de nzumoniaz cuando se increments el ameniaco en  las
inztalaciones porcinas (Drummond et al.,1730). Ramirez (1926)
comzidera que =1 amorniaca ez un  fuerts irritante del tracto

y que por lo tanto, su efecto en un medio contaminads

I .
pulnonares 2z critico para la presantacidt de  la

neumania. La falta de ventilacidn con el concomitante aumento en
el amoniaca z2 ha comziderade frecusntements come uno de  las

principales eventos que

a la naunorda, fFero  an
realidad sole ze da 21 cazes axtremcs.

Normalmznte, los cambios en la ventilacidén no tiznen gran impacto
en &l preblema neundrico , aunque e puade afectar los indicez de
crecimiente (Fijoan , 19235, Las bacterias ratdgeras libres o

depositadas en gotas, rapidanente penetran =1 tejido pulmonar del

3



cerdn susceptible v causan problemas raspiratorios cuando  estén
prazentes obroz factores o Al reszpecto Fijoan (1985) ,zefala qus

laz. barreraz mscinicas del epulmdn sstan dadas basicamente go

capacidad del conducto traguacteoniuial de atrapar y eliminar lzs
particulaz zuspandidaz 2n 2l aire ircpirado, debido a los cambios
bruzeos de dirsceidn azi coms a la disminucidn Je la veiccidad o=l
girz  inspirado a medida aus entra &l pualmén. Estos dos  facuerss
deberminars qus las particulas pezsedes zusrsnoidas en el aire =)

inpnsten  an difersantzs nivelas del ceornducts bradquasckronquial:s =

—

tamafiy de laz particulaz que zon retemidas varia <on la espacie vy

la edad Jdzl animal. En gereral las partlculas de mas de 10 pJm dz

didwatro azrodimdmico  sem retenidaz en lazs fozas nazalses (en lo

cornetes) , laz particoulas de S a 10 um de diimetro &

bifurcacionzz bronquiales y las de L a 3 pm en los bronmquiolos o
alveolas, Las particulas merores a 1 pam ganeralmernte noe e

impxctan y zalen con la ezpiracidn. bLas microgaontaz que evrala el
cerdy «cuande estornuda sz deshidrabtan rapidamente (mencoz de 11
segurdos)  aun =n anbientes saturados de humedad. Esto rectrinzs
=2l tamafy de la particula  (por ejemplo: si el asrcsel groouwcids
par el cerdo varia de § a 50 pum, despuds de la deshadratecibn
2stas gotas mediradn de 3 a 10 gm de didm=tro). Al =ser inspiradas
Par otre cerde las microgotas se rehidratan em’ el arhet
respiratorio. Aszi particulas dz 3 a 10 g pasaran de & a 12 um,
da tal manera =gue, independientemente de la dispersidn original

del aerosol vy d= la hunedad ambientxl las particulas inspiradas

i
'
i
i

z
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por =l cerdo suscaptible tendrdn poca disperzidn y  btendsrih a
prezsantar  tamafos grandss que zon mencs 1nfecciozos. Par 1o

tants la manara  mis probable de bransmision dobe SCurric Ror

contacta directo entre animales o por sstoraud

ey
(protlablemzrte menss de 0.3 mientre cardos). gqus san  inapir
antes de  que  las aotas =e  pusdar gsspidratar., Er =manas

condicionas los cerdos suse

una dosis  infeccicssa
da bacterias qus probablemente 32 establecen primsro en la  mucoza

nasal y rosteriormente &l ser inspiradas infectarn el pulmdn,
1.1.2. Instalaciones
{.1.2.,1. DPivisiones de corrales

Sz ha sncontrado que en las granjas dondg s henian las barrerass o

parades  sédlidas =2 pressntaron menos peuncriias en relaciin

'Y
—

as
tugﬁlares debide a que el aire comntamicads rno  rabazd laz parzdes.
Dezafortunadamants  las paredes de este Lipo no permitieron un
contacto vizual o social enbre los  cerdoz adyacentses 1o que
incremnents  Fatronez de comportamiente ancrmal relacionads con
viziez gomo mordzduraz de orejas y cola sntre otros (Fijoan L1355

Fljean v Morrison ., 1985).
1.1.2.2. Pisos y estercoleros

Se ha demgstrado que los piscos con aislamiento pobre incrementan
el riesgo de neumchlias saeveras v pleurszias ., sin embargo el
problema radica principalmente en lesionzs de los miembros de les

cerdos. También se ha observado wra reduccidn significativa en la

incidencia de las neumonlas cuandd loz cerdss tuvieron acceso &



areacs abiertag en relacidn a areas cubiertas por estiércel (Flesja

et al., 1932).
1.1.3. Asociacién con otros cerdos
1.1.3.t. Espacio vital (Area y volumen)

En un estudio de incidencia de neumonia durante 2 perliodos ca
encontrd qye en las granjas donde el espacio por cerdo fué menor
B
de 0.5 m y el volumen de aire por cerde menor de 3 M las
neunonlas ze incrementaron del 11.9% en el primer pzrlodo al
21.5% en el seqgundo , wmientras que en las otras donde =1 espacio
por cerdo fud mayer de 0.5 mly el volumen de aire por cerdo mayor
de 3w , la incidencia fu: tan z0lo de 2.4% en el primzr periodo
y de SX en el segundo. Cuande sa pusiaron mas de {2 cerdos ror
zaburda aumentarcott los riesgos de una reumonia severa y  de
pleureszia. Estudios en donde habia disminuido la incidencia de
neunchias revelaron: que el volumen de espacio vital por cerdo
debe ser mayor a los 3 mz, que el area por cerdo tiene que ser
mayor a los 0.7 nfy que una seccién debe alberaar a menos de 500
cerdos La excesiva densidad animal favorecid el corntacte dz
nariz a nariz y esta fud la forma mads comiun de transmisidn de los

agentes neumdnicos (Larsson y Backstrom, {971, Lindavist, 1974).
1.1.3.2. Contacto con cerdos infectados

La reumonia se presentd mds Ffrecuentemente por la excesiva
distribucidn y el mezclado de loz animales. En 21 caso de granjas
de ciclo abierto la introduccivn de cerdos de otras granjas

(probablemente infectados) vy en oreraciones de flujo continuo

6



LN wna tendercia a  diseminar la infeccidnh dentro de’ la

zafwiras (Fijoan y Morrison, 1933).
1.2. Eticlogia .

1.2.1. Papel de

Se ha visto, d=s3d2 hace ti2npe aue la neumonla erzootica (ME) de
los cerdos de engordé pedia ser tranzmitida en forma experimantal
con  filtrados libres de otro tipo de bacteri;s de muestras de
puUlmén- neumdnico. Si esztos filtrades eran tratades con penicilina
o sulfonamidas se mantenia la infectividad ; por lo Qque se
sugirid que el aaente causal era un virus . Sin embargo, gor
evidencilas postariorez, como son el tratar a los filtrados libres
de bacterias con tetraciclinas ,  para inhibir la infeccidn, el
determinar su tamafio: 0.2 a 0.45 um de didnstro y ser obzervados
en’>preparaciones pulmorares tefidas con Giemsa , ademds d= la
exigencia para su  crecimiento en medios libres dz  células s&
sugirid que &1 agente responsable o era un virus  sine  wn
micoplasma (Mhittleztone, 1979 v Armstrong, 1932).

En forma indeperdiente y casi simultéreamente, dos nombres de
especie fueron propuzztos para el micoplasma responsable  de  un
tipo dz nzumorida en los cerdos: 2l nombre de M, hycpneumcniaa fué
propueste por  las estadounidenses en 196%; la cepa tipo  (por
monotipificacidn) fué la nimero 11 {(también comocida como VPP 11),
en el mizmo afco también los irnaleses propusieron el rombre de M,
suipneunonize &l mi;mo agente causal de la reumonia eniomtica de
los cerdos y la cepa tipo fud designada como la cepa J. Sin

embargo el Subcomite Intermacional sobre la Taxcnomia de

7



Mycoplasmatales recomend® que la cepa J fuera aceptada como la
NEOTIPO de M.hyopheumoniae -~ con base en que las dos cepas son

indistinauibles por pruebas seroltgicas y bioldgicas (Rose et

al.,1979).

Cuarwlo se Jdesarrolla el micoplasma en medios sélidos s& observan
colenias  pequsfias de 20 & 100 um de didmetro en los primezros S
iaz, que alcanzan un tanafio maximo de 400 pm de diametro a lcs 10
la colonia es caracteristica y carece de pezén central. Los
elemertos  individuales son muy pleomérficos, cuando crecen en
madios solidos, 1llquidos, cultives celulares o cultivos "in vivo"
(en lechones) pero en cada uno de estos sistemas de cultive se
dasarrolla de manera caracteristica : en las preparaciones d=
pulmén s= cbgervan formag de anillo y bipolares (0.5 a 0.3 um de
diametro) que se pueden encontrar aisladas o en garupous. En
cultivos celulares crece en grupos difusos sobre tode come cocos
(0.5 pm de diametro) en cadenas cortas o anillos (aprox. 3 um de
diamatro) conteniendo una estructura parecida a un coco. En nedioz
liquidos se observan formas filamentosas cocoides, filamzntoz
ramificados . finos (0.1 um de diidmetro) en estructurac 9lchulares
o colonias mas confluentes, mas grandes (aprox. 16 um de diametro)
y ma&s abundantes (Goodwin et 81.,1967 y Whittlestone, 1972:.
* Deperdiendo del enriquecimiento del medio de cultivo, el
micoplasma - puade ser almacenado a -25 € en tejidos pulmonares
neuménicos durante largos periodos de tiempo pero se inactiva
rapidamente cuando se almacena m 4 C. No hemoliza los gldbulos

rojos de cerdo, caballo, vaca o pollo. No se multiplica en



embriores de pollo o produce lesicres cuando se inocula por _via
Pulmonar a ratanes lactantes (Switzer,1967).

Comparando al3unas cepas de M, hycpneumonias  por mabodos
seroldgicos., Ro y Ross (1933). encontraron una diver=zidad
antigénica entre ellaz, revalada sclansrts por las prushaz  d=

inmunoelectroforesis tidimensional, adends de que se encontrd ques

1oz asterminantes antigdénicos para las prugbas de  inhibicidn  de

crecimiente vy de inhikacién metabalica parecen zer proteimas g2
membrarna, glicolipidos vy fosfolipidos que s= encuenbran en  l1a
superficie celular, sin  embargo la importancia de ectas

difarencias {distribucitn gaografica, virulenzia [}

irmurogenicidad) no ha sido determinada.
1.2.1.2.~ Patogenia de la "Neumonia Enzodtica”

Esta enfermedad se encuertra en las regiores de mas  alta
produccadn 2n 21 munds, casi todas las granjas =zstan afectadas y
la incidzncia de las afecciones es sumamente alta; ura varizdad de

reportes indicar quz dz los cerdos auz €zl

n

1oal mercads, un 30 a

un  79% esta arectade (Armetrong, 1932). Ez habitual encontrar un
porcentaje significative de pulmones con  lesiones tlpicas de
"neumonia enzootica" en los diferentes rastross  la incidencig
encontrada varia del 12 al 314 (Whittlaztone,1979). En México,
Maquada (1377 hizo un andlizis porcentuxl de la  incidencia de
"meumonia enzodtica” ern cinco estados de la Republica , evaluando
las lesiones macroscépicas de 4,013 pulmones correspondientaes a
igual numerc de cer#os. Las resultados mostraron que un SiX% de los

cerdos estaban afectados en mayor o menor grado , siendo la

incidencia o severidad variables se3un los estados: Coahuila,



32.4%; Guanajuato, 70.6%; Jalisco, 49.5%; Nuevo Lebn, 23.5% y
Sonora, 953.8%. En otro estudic realizado en rastros de la zona

metropolitana de la Ciudad de México {(Cuautitlan v Tlalnerantla),

e encontrd el 231 de fluorescencia especifica en pulmones -

neumndénicos cuando se empleo la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (Ciprian et al.,1982).

La .transmisién de las bacterias respiratorias se lleva a cabo
fundamentakmerte por contacte directo, por las secreciones nazales
y faringeas, For lo tanto 2l medio principai de diseminacidn es de
cerdo a cerds debido a qua el micoplasma es muy fragil y no

resiste mucho tiempo fuara del animal, asi la transmision del M,

hyopnaunoniae se lleva a cabo por contacto o por aerosoles entre.

cerdos infectades (fase aguda) o cerdos portadores convalesciertes
v los cerdos sanos (Friis,1973: Ross,1984 y Pijoan,1985). La
infeccien por el micoplasma es primero vertical (de madres jovenes
a lechores) y después al momento del destete, es horizontal (de
lechones paridos por cerdas de primeros partos a lechones
provenientes de cerdas de cuarto o quinto parto). La transmisicn
horizontal se intensifica debido a la profunda tension que
acompafia al destete y ce produce fundamentalmente al mexclar
cerdos de diferentas camadas en una sola corraleta, lo que
ocusiona peleas. Se ha encontrado que 21 constante mezclado de
"animalez de todas las edades es uno de las principales causas de
tension en la piara (Pijoan,1985). Estudios de otras enfermedadas
por micoplasmas en otras especies sugieren que la susceptibilidad
a estas enfermedades puede incrementarse con la edad. $Sin embargo

en trabajos experimentales se encontrd que no existe ninguna
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diferencia en suceptibilidad a la "neumonia enzootica" en cuanto a
la edad (Piffer y Ross,1984). En cendiciornes experimentales, se ha

reproducido la enfermedad: Hodges et al.(1969) utilizaron cerdos
de granjas libres de "neumonia enzootica" e infectarcn a cerdos
gnotobidticos con 2.5 a S ml (10 unidades cambiantes de color/ml)
por via intratraqueal vy de 1| a 2 ml por via intranasal vy a cerdes
SPF (libres de patdgenos especificos) con 10 ml por via

intratraqueal y 9 ml por via intranasal de la cepa J de M,

reprodujeron
1a neumonia. Confirmaron quea M. hyopneumcniae es el agente
primarie en las neumonias del cerdo pero no excluyeron la
posibilidad de que otros agentes puedan estar involucrados. En
otro estudio e utilizaron cerdos nacidos por histerectomia vy
privados de calostro (HPCD) y fueren infectados por via intranasal
con suspensiones pulmonares de tejido neumdnico de casos
con}irmados de "neumonia enzodtica"; aislaron el micoplasma en 15

de 16 cerdos inoculados y confirmaron la regularidad con la cual

M. hyopneumgniae puede reaiglarse de casos activos de la

enfermedad inducida experimentalmente (Goodwin,1972). Por otro
lade Underdahl et al.(1920) infectaron por via intranasal cerdos
gnotobioticos con 3 ml de un cultiveo diluido 1:!1 con solucidn
salina balanceada (el cultive fue a partir de la cepa NB-12 de ﬂ#
hyopneumeniae de 26 pases en cerdos HPCD y 22 pasas an medio
1iquido). Sdlo reaislaron el micoplasma en 10 de 16 cerdos
inoculadeos Yy con mayor frecuencia cuando se cultivaron a partir
del pulmén (area neumdnical). También cuando se emplearon cerdos

provenientes de granjas libres de la enfarmedad.y se inocularon

con homogeneizados pulmonares (suspension de pulmon neumdnico al
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104  conteniendo la cepa 11 de M. hyopnsumoniae) por ‘via
intratraqueal ("A") e intranasal ("B") el micoplasma se reaisld en
10 .da 18 cerdoe de grupo "A" y 9 de 12 del grupe "B" (Piffer ' y
Ross, 1934). Con =1 objeto de evaluar agentes quimioterapeuticos o
de estudiar mzjor a la neumcnia enzodtica, Harnnan et al, (1984)
han desarrollado un modelo experimental, bazado en la reproduccidn
de la neunmonia en cerdos grotobidticos por medio . de aeroscles,
utilizandes cultives puros de M, bhyopneumocnize de tercer pazaje
cepa NB1Z, aislados de pulmdi neumdrico de lechores gnotobidticos.
El pericde de ircubacidn de la "neumonia enzodtica" de los cerdos
en cordiciones naturales varia entre 10 v 15 dias (Ross, 1984) o de
2 a J semanas (Goodwin y Khittlestone, 1967, Livirngston et al.,
1972), sin ewmbargo se han detectado variaciones extremas en donde
la enfermedad s¢ mantieane en forma subclinica hasta por 15 meses
(Whittlestone, 1979 y Ross, 1984},

El micoplasma es depositado por inhalacién en lac margenes
ventrales de los pulmones (observacion dada por las lesicnes 'que
se eroducen) estableciendose en el epitelio bronquial Y
bronquiclar, en donde la poblacidn de este microorganismo aumenta
y avanza a lo largo del arbol respiratoric (Armstrong, 1982). Esto

se ha demostrado por microscopia electrénica de barride e

concentrd en la superficie de las células epiteliales de los
bronquios‘ y brongquiolos sobre todo en los cilios, de donde
probablemente parte hacia los alveéolos y es ing‘rido por los
macréfagos alveolares, Los productos de degradacion del micoplasma

aparentemente astimulan a las células linfoides que se acumulan en
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estas Areas, Posiblemegbe la acumulacion de células linfoides
adyacentes a bronquios y bronquiolos representa una respuésta
inmune hacia el micoplasma (Livingston et al.,1972). En cultivo de

érganos, el M. hyopneumoniae no tuvo preferencia para infectar a
las ceélulas epiteliales de anillos'traqueales o de pulmén (ambas
fetales) y los resultados indicaron que un indculo relativamente
bajo de micoplasma libre da otros microorganismos, produic dafio
local "in vitro!", a tejidos del sistema respiratorio del cerdo.
El micoplasma probablemente induzca la p&rdida de éilios debido a

la elaboracidn de una o variac enzimas, de substancias toéxicas;

por pSrasitismo o por competencia de loz materiales nutriﬁionales
de tal manera que si las cklulas epiteliales (pseudoestratificadas
columnares} de la traquea y bronquios, la secrecién mucosa y los
macrofagos alveolares ge encuentran afectados, la raemocidn da
particulas y microorganismos patdgencs vy en este caso micoplasmas
no se lleva a cabo. Una vez que los cilios se piarden, el
microorganismo colonizaria como resultado de la disminucién del
movimieanto protector de la cubierta mucosa, permitiendo su
adhesién a las partes fijas de las calulas respiratorias (Williams
y Gallagher,1978).

Geary vy MWalczak (¢1985) han aislado e identificado un factor
citopatico de M. hyopneumoniae a partir de membranas de la cepa
VPP 11. Este factor fué una protelna con un punto isoceléctrico de
6.2, un peso molecular de 54,000 daltornes vy fud capaz de inducir
afacto citopatico en fibroblastos de pulmén humance (MRC-S) a una
conccnt;aciOn de 250 Mg de protéina/ml. Es probable que este

factor tenga un papel importante en la patogénesis de la

enfermedad natural en el cerdo. Cuando se ha establecido 1la
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infeccion zcbre la zuperficie del epitelio , el micoplasma puede
detaectarse hasta las 19 semanas despuds de la  inoculacidn.
Estudios con inmuroflucrescencia y cultive indicaron que el ruimerc
de micoplasnas disniruye en los estadoe tardios de la enfernsdad
experimertal v al parecer la intensidad de la  infeccidn vy 3w
dutracidn  fud variable (Livinazstoen et al., 1972 v Urndardshl et al.,
10,

Loz mecanismps  involucrados en el desarrollo de la raspuesta
linfohiztiocitica peribronquial nho eztan bien aclarados. Lesiores
histopatolégicaz <similarez se han encontrado en neumcniias  por
micoplasnas en otras espacies animales. La infiltracidn puade ser
producida en respuesta a la perzistencia de los micoplazmas en  la
superficie del conducto respiratorio vya que estos no penetran la
mucosa. Posiblemznte alauros agentez mitdgenos de los micoplasimac,
substarncias bien corocidas Aaue an pruebas de laboratorio estimulan
inespecificamente a 128 linfocitos, también estimulan la
acunmulacidn o proliferacidn de linfocitos en el huesped. FPor Lo
tanto no sa ¢cabe 81 la acumulacidn maciva de calulaz
inmurologicamente activas en  las heumonlas por micoplasma 2s
conpletamente perjudicial o es también bendfica rara la resolucidn
de la enfermedad (Ross,1984), va que en estudios microscdpicor de
las lesiones se encontrd hiperplasia linforeticular perivascular,
peribronguial Vs peribronquiolar an cerdos infectados

expaerimentalmente con M. hyopneumonize (Livingston et al,,1972 vy
Whittlestone, 1973). Desde el punto de vista histopatoldgico,
Whittlestone (1972), reportd una serie de cambics en los pulmones

de la siguiente manera: a) etapas tempranas (7 a 28 dias
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posineculacidnl, en la luz de los bronauiocs, bromquicoles vy
alveolos == encontraron  laugocitozs rolinorfonuclaxres (PMM) v .
pérdida da cilies, a madida qua 1z lezish proaresd, =2 ancransntd
al nlinero da linfocites en. =1 tejido

peribronauiolar vy perivascular, en loz alviolaos

mezcla de infiltrado celular v e=dama; bl en etapaz

astabilecida (17 a 40 dlaz d= duwracien)s hube  uma extensiva
proliferacidr d= tejido linforreticular em drezns paribrorquiales y
perivasculares, =n la lamina propia se encon£r0 penebracidn  de
linfocitos , una disminucidn de PMN y edenas <) &n la etapa
convalesciente (69 a 262 dias) sze encontrd colapse alveolar,
enfisaema y un  inaremsnte de nedulez linfoidzs hiperplacsicog
alrzdedor de bromauies vy bronauieloz., Sz presentarcen mas lesienes
en los ldébulos apical y cardiace, sin embargo se afectaron los
lébulos acczzorio o intermedic =n =u partz ventral v los  1ldbulosz
ca&éales en las porciones cranzovertrales, no importando =i los
animalez son gnotebidtices, SPF o HFCD (Heodges et al., 1969;
Etheridaa et al.,1979 v Armetronse, 1952) . El aspecto macroscédpico
dz laz lesionzz depandard del tipeo de infzocciont  cuando esta  se

lleve & cabo =n forma axperimental en cerdos HPFCD con cultivez

ruros de b. hyopn ag con una cepa de bajo pasaje, se observae
el area ligeramenta inflamada, brillants, Jz distribucion lobular
y de color purpura (Armstrong,1982); e cerdos anctobidkicos, SFF
y obtenidos de granjas libres de "neumonia enzodtica" las lesicones
encontradas fueron: areas de coneolidacién da color gris-palido,
gris-rojizas o rojas (Hodges et al.,1969; Etheridge et al..1979 y
Piffér y Res%,1934). Al privcipio de la enfermedad, los 1léhulos

estaban ligeramants inflamados y brillantes vy tenlan uha



consistencia  carnosa al corte v las vias respirateorias  contehlan

un exudada blarcoe pegalosc vy mucdide ,  (&n esta fase primaria d

i

-a infeccidn lez  pulmonss  son espacimsnes ideales  para <l

aizlamisnte de debido a que se encuentra en

laz leciones e redujeron vy

€e comprimnisron  por debajo de la superficie del tejids  pulmonar

rermnal  y su consistencia fud mis fibroza ademds dz qus eztaban

exerntas de 2xudado (Armstrona,l

La curacidn esportinea depends an su nayor garts de  las
condicionas  ambientalszs, p2ro en condicionez de  alojamisnto
csuperpoblade, las lesiores permanecen durante machas cemanas , an

tigmpo 21 micorlazma esta prezente en loz cerdoz y as

For zlles. Ba)o comdicionss de camgo, en dorde exicte ur

grads variabls  de irmunddad pasiva.  lx heumonlza fal vez ne za

wmediatamente despues

a lia

e slouruns oErdoz tal vez nunca Genaralmerts  los

2R I -1

zlinicos  en los cascz aaudos  son anore<ia .

Flresla vy FeZRlrACLWN Con

©

apla,  en lugar de toz, la que c=

re ta  dezsudsz. B2 inooetante terexr 2n cuenta aque toser (el

14Nt mas Sohur) v nedmconia 2on condicors

2@z maz 1nducativa  de bronduitiE ogque de reeanonda, vy &0 parts

wota de obtroz muds

et 1IN

atben

nEiva aumrdue s hiavan tosido anteriormenie (Goodwin, 1982).
Armshrong {1232 aenciona: " la enfermedad 2 caracteriza por
muy baja mortalidad y alta morbilaidad, donds 2] zigno clinico mds

comiin es una tos crénica seca. Son tanbién caracteristicos =1
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pelambre hirsuto, un pobre indice de cracimiento y una deficiente
conversittr de alimento. Estas ultimas caracteristicas hacen de la
"neumcnia  enzodtica" una enfermedad inportante econémicamente Aque
esta. directam=nte influsnciada por enfermedades concurrentes
tales como neuncrias bacterianas . Al respecto Morrison et al.
(19S4) , corcluyen que los estydios sotre la asociacidon entre los
parametras de rerdimiento (ganarcia diaria de pese, GDP v
conversion de  alimento CA) vy las lesiones =n la "reunord a
erzobtica” kienen diferentaz resultados (Cuadro 1). El efecto qus
tieﬁen ‘ las lesiores da  la "neumonta enzedticat zabre el
rendimiento deperwd: de las cordicicnes de nmanejo 9 del medic

ambiente.

1.2,2, Papel da Pasteur=lla multocida

multecida =2s un 1nvasor extramadamente  comin en

las reumonias dzl  cerdo. Sz le ha aislado de pulnones
aparentemente normales, colectados en rastro, aungue pusde  ser
resultado d2 la contanirnaciden durante =1 escaldado, Nornalmenta,
el microorganizmo esta corsiderado como una bacteria incapaz de
invadir el pulmdn a meros que exasta un factor predisporente
(Rogs,1934). Sin embargo se ha demcstrado que =21 agenta grincipal

invelucrado en  las "neumschias cronicas” 33 P. multocida

(Pijoar, 1i283). Estudi microbioldgicos y patoldaices realizados
en pulnones meunménicos, colectados de rastros, han demostrado que
una serie de microorganismes estan asociados al procese  neuménico
y los anadlisis de ceorrelacien estadistica comprueban que P,
multocida ez el vnico agente raseonsable de las lesio?es severas

de “rneumonia crénica" (Morrison et al.,1985). .

17




1.2.2, 1, Caractaeristicas ganarales da £. multocida

P. multgcida, cuando se aisla de los animales que murieron por
la infeccién, ce obezrva como un cocobacilo pequeho,
aproximadanznte §.0 um de longitud v 0.5 a 0.8 pm de ancho. Son
bactarias gram negativas e inmdviles. sin enbargo, 1a morfoleaia
de estos microcrganismos es variable va que =1 scn aislados del
tractc ré;piratorio superrior de znimales clinicamente sancs se
observan como baciles relativamente largosz, que migen
aproximadamente S5 pum de longitud v 1.0 Hm de ancho (Buxton v
Fraser, 13977 v Nicolet, 1985) .

Las caracteristicas antigénicas de P. multecida han sido
determinadas por eastudicos inmunolégicos enmpleando erucbas de
hemnoa3lutinacién indirecta, de autcaglutinacisn en presercia de
acriflavina y de inhibticion de la formacien capsular pat

hialuronidasza. Mediante estas pruebas sa han ancontrada

diferencias entre e:ita especie, 1o que ha oriaginado

clasifique en cuatro tipos gi <& hace con base  an

protezccién a ratén son los tipos de kobertz I,IXI,111 vy IV, paro 31

se relacicna com  antlgoenos capsulares son los bipos de Carter
A,B,D v E, correspondicnds una vy otra de la siowmente maneras I
con B: II con As III con € v IV con D, (Roberts, 1947: Carter, 1992
Cartar, 19573 Carter v dubronto,1973 , Carter vy Rundell,1973).

Qtros {1-12) tipos de antlaoencs =2 han  estudiado mediante

prucbas de irmunodi fusion (Mamioka y  Murata,1961). UWilizando

cepas de P, multocida de origen aviario, se han determinado diez
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seis (l-lG)Itipos somaticos con las pruebas de difusion en o=l v
de extractos salinez formalinizades calentades a 100 C  duréante
una hora de calulas capzuladas vy no capsuladas (Heddleston et al.,
1972). Estudics referentes a la . caracterizacion del

liporolisacarido (LPS) de algumas cepaz d= F tipo

At 1l tipo I3 S5 tipo Dy 3 tipo E) revelaronm la precencia de
monasacaridas  como 1o glucosamina, galactesamina, L-glicero-D-
marnicheptosa.  ULealicera-D-nanmoheptoza, 9lucosa v galactoza, 1o
aue  Fermitio subdividir esta espscie en cuatro tipos quimicos (I-
IV), =irm enmbargo rno se ercontrd una egquivalemcia con loz serot'ipos
de Cartar (Erler at al.,1977). También se ha encontrade en las
czpas aviarias una  endotoxina (de cepas capsuladas vy no

capsuladas) qusa

: ha relacionade con la virulencia en el Célera

Aviaric (Reberz v Heddleznton, 1974) . Las caracteristicas biotipicas

de la P. wmultocida aisladas de caerdoes come son la produccidn  de

to<inas, @ de finmbrias, y otras va descritas (Buxton vy

Fraser.1977) zon inportantes en la virulencia de la misma, pero

parece

T S TF15) a y rna en las neumonias. A

FeRar =z ez o Florl de llevar a coto la colonizacidn dz  las

canan o Paooealbocidas a qeEnoz que e

b ne =t Fackar

pradizse: . i yoan viTmen, 19 win Euroea,
se ha demcsorado ser lac pastewnraellos crladazr e o e Rtz
Atr&rica pear baneTon (] serehipe D, G SarachLariZar por Prootcie

tosinas  aue e anden bioldgicaunents: on laz 2iraurant

tnoculacidn  de oot renagadanta ooy ol teo e viao intradédermica a

la pael de cuyss: al resulbado me o

1oneena e produgcien de

una dermncnecrobtoanma (DNT positiva) po parte Jda bo P,
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o inoculzcidr por via intraperitoneal (de Jong et al.,1930) a

ratones para estudio de letalidad (Rutter,1983) o pPruebas de
toxicidad en cultivos de tejidos (Lastra y Pijoan,1984). En
E.U.A., Pijoan et al (1924) aiclaron e identificaron cepas de P.
multocida toxigénicas a partir de pulmones neumonicos Yy
encontraron: quea en el 70.3% de los culmones se aisld la bacteria,
y de este el 87.5% fud tips A v 12.5 fud tipa D. De las Cepas tipo
A solo el 18.2% fuzron toxiginicas y un 80X de la tipo D, no
concluyen el papel exacte de la B. multogida en el desarrclle de
las neumanias. En México, Merndoza (1%8%5) aisld la exotoxina de
sobrenadantes de cultivos de 138 horass 1o hallazgos hacen pensar
que la fraccion de PM de 22.000 d s=a la causante de la reaccidn
dermonecrotdxica en la piel de cuya (DNT positiva). E€3ta actividad
se perdid con el tratamiento con tripsina, persina vy elevacidén de
temperatura, cpincidiendo con las rezultados de Ruttar (1933 v
Van der Heyder et al. (19€84), ademds en este trabajo la cepa
agarcsa (intervalo de 6557 vy 4371 pares de baszs) despusz  de
aplicar la tecnica de extraccidm de plasmidos; estas bandas fueron
responsablas de la DNT+ en la piel de cuye en comparacion comn la
cepa "curada" (tratada con 400 M9 de narania de acridina) que ho
mostré las bandas y didé la reaccién DNT negativa en la 'piel de
cuye. Los resultados sugieren que la cepa control contiene un
plasmido responsable de la produccién de 1la DNT+ con la
reasistencia a antibidticos.

En otros astudios (Nakai et al., 1936), han purificado una

toxina DNT+ a partir de extractos obtenidos por sonicacion de P.
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multocida tipo D, cepas SP-72 y 4745a vy de Bordstella

bronchiseptica cepa L3, 'Las propiedades fisicoquimicas de la-
multocida fuaron: RFM da 160,000 d, eunto
iscel&ctrico dx 4.7 3 4.8 vy reaccidn de absorcion a 280/260 nin de
1.39 en ralacidén a B, bronchisesptica de 190,000 d, de 6.5 a £.6 v

Sz 1,973 rezpectivamente: ecte refleja que es una glicoproteina que

prorizdades biocldgicas y actividad tdxica (en P,

decsis minima rnecrosante fud de 1.0 "na, la dosis

latal en ratin eor via intraperaitonsal, de 0.2 pg, v la dosis

minimy citotdxica dz 0.1 ng, mientras que en B, bronchigaptica fué
d% 2.0 ng. 0.3 Ja y de 0.2 n3 rezpectivanents) pero difieren wuna

de otra por pruebas de neutralizacién aruzada, En trabajos
gimilaras realizados por Niels at al. (1938) se encontrd que 1la
DNT+ d= P, multecida tipo D cepa 45/78 obtenida del sobrenadante
tuve un PM de 143,000 d v concluy=ran qus fuercon similares en
cu;nto a actividad bioldgica, pero diferentes =t propiedades
Auinicas, probablenzrnte debide a las diferentes <epas de P.
multocida eztudiadazs y a que la somicacidn de un cultivo en fase
exponencial Fpudiera llevar a  la liberacidén de una toxina
inbracelular,  activa pero va preformada. Sz ha demostrado que las
capas de P, multocida qQue son importantes =n Rinitis Atréfica son
los tipo D toxigénicas (DNT+)3sin embargc estas no son patdgenas

para el pulmén (Pijoan, 1925).

El aislamiento, identificacién vy serotipificacién de

[

multocida aislada a partir de pulmones neumdnicos <olectados en
rastros: ha revelado que el 97.3% son del Lipo capsular A y el
2.7% del tipo D3 =l antlgeno somdtico primario mas frecuentemente

encontrado fud el tipo 3 (86%) v dentro de los secundarics fue al

21



tipa 5 (83.74), asi ] szrotipe mas frecuentenents
el A3, S, (33.2%); seguido de A: 3, 4,3,12, (12.2%)y; A3, 4.9,
(11.2%)5 A3, 5.12, (10.4%)s A:3, (£.8%) y A5, (6.8%)., Las ceras
tipa D tuviaron una - distribucibn.similar de serotipog, paro el

nas enuantrsduzfue el 15, {33.374) y =21 [z (S, (33.3%2), en

=S Peuwnbnicos

efecto , la prevalzncia de laz cepas A v D =a
favorace en forma muy significativa a las cepas A, <in enbargo &g
posible qus gl uso de ticonicaz de inoculacidn animal zomo  parts
del aislamiento primario de rutina resultaria en una alta
proporcion o2 ceras Ltipo D de pulmenes neuménicos de cerdo (Pijoan
at al.,1933). La flora nasal del cerdo rinltico ez de 8GN D y 204
Ay la flara pulmonar del cerds neuménico es 554 A vy 15% D, Se ha
democstrado quz &sto se debe al comportamiente del  macr&faac
alvaolar vya que esta cdlula &5 capaz de fagocitar rapidamente a
las. cepas D paro no a las A, aparentzmente dehido a qua la A
pozee una ezpecsa capisula d2 Acide hialurenice que las proteije de
la fagocitosis (Pijoan, 1985). Por otro lade las  macrdfagos
alveclares no zon sysceptibles & la accidn de la toxina que
Froducen las . multocida tire D (Pijoan. 1384,

En Maxico, Badiola y Pujols (1934 realizaron un estudio  con
pUlmecnes neundnlcos Y normales de raztro v stcontraron que de 72
pulmones con leziones reumdnicas, del 514 s aizld algun tipo de
pasteurela y de los 34 pulmones normal=s en un 214 se  aisléd la
bacteria. Un 147 (6) resultd temer B, haenclytica v un 86X  (33)

tuvo P, multocida, la tipificacidn capsular encontrada fud: 14% no

tipificadas; 184 tipo capsular A y 63Z del tipo capsular D. Ademas

observarcn una falta de correlacidn entre el tipo capsular y la



pategsricidad para =1 ratdn cuardo <e  inotularon por via
intraperitoneal., En Mixico, aun no se han determinado los
serotipoes somaticos (Pijoan y Trigo, 1986).

Ocasicnalmente P. multocida puede ser un agente primario en
algunes tipos de neumonias. En un estudio experimental realizado
por Pijoan y fuentes (19686) en donde inocularon cerdos de 6
semanas de edad con P, multocida tipe :50 (clasificada cono
serctipe A, neuntnica): tipo A:S2 (clasificada come serotipo A,
pleuritica¥ no  toxigénica) vy tipo Di82 (clasificada como tiro
rinitis atréfica)l, concluyeron que la cepa de P, multocida A:52
(que desarrallé neumorita fibrinosa, plauritis, piotorax vy

abscesoz) fuk nas patdégena que la cepa A1S0  (que desarrolléd

neumonria plaurefibrinosa vy pleuraesial), vy 4que dichas lesiches

1.2.2.2. Patogenia de 1a “Neumonia Cronica” porP. multecida

Es extremadamente dificil reproducir la pasteurslosis pulmonar
en cerdos sanos, debido a que la P. multocida no  puade
establecerse y colonizar el pulmédn a menos Que exista antes un
eventa  inmunosupresor que usualmente es una infeccion con otro

agente o la combinacidén de infeccidn y tensidn. Ura gran

proporcion de animales tienen las fosas nasales colonizadas con B,

-multocida v la eatan inspirando constantemente, por lo que resulta

evidente que solo desarrollaron la infeccidn aquellos animales que
tuvieron afectadas sus defensas pulmonares. Por lo tanto, agran
parte del problema de "neumonia crénica" gira alrededor de obtener

una mejor comprensidn de estos eventos inmunosupresores y de
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aquellos Aue 1nducen ternsidn.

En una infeccidén por P. multocida ocurririam una serie de
evenﬁos cone  los  propuestos  por Pijoan, 1985 . Pijoan Yy
Morriseon, 19385:

lo. Colonizacién de las bacterias en gran nimero en las fosas
nasales.

20. Las bacterias son inhaladas al pulmén en las got'as de
tamafic pequefio, eludiendo los mecanismos de remocion
traquecbronquial @ impactandose en los alvéolos (el M,
hyopneumeniae es un inmunosupresor, debido a que se establace
sobre la superficie epitelial de traquea vy bronquios Y
posiblemarte interfiara cor los mecanicsmes de secrecidén da2
substanciag bactericidas y con el movimiento ciliar vy 343
funciones de eliminacién del moco tradquechronquial).

Jo. El macréfago esta suprimido por una infeccien . -3l
(virus vacunal del Célera Forcino o el virus de la enfermedad de
Aujeszky) .

40. Si la P. multecida pertenece & un sarotipo que es diflcil
de fagocitar por el macréfago, é&sta coloniza al pulmén y se
producen las lesionas neumdnicas mas severas.

Es evidente que mientras el arbol traquecbrorquial ex bastante
resistente, el alvedlo pulmonar es muy susceptible. De hecho,
estudios de Pijoan vy Ochoa (1978a) demostraron que P, multocida
fud susceptible a 1la accién microbicida del sobrenadante de

cultivos de traqueas embrionarias (explantes traqueales) de cerdo.

debido a la secrecitn de una substancia bactericida inespecifica.




Esta substancia bactericida fué una gliceprotelna dez una sola
cadena con 20% de carbohidratoz . al parecer =S una substancia
diferernte a la lisozima v beta-lisina, que tenda un  espectrao
antibacterianc anplic, .espec!almente contra patégenos
respiratorios (Iglesias et aml., 1982). Estos trabajos sugieren que
la P. multocida er el conducto traaueobronquial es inactivada por
las =zubstancias bactericidas presentes en los cerdos sanos. En el
alveolo, no existe este moco ¥y es entonces <que el wmacroéfage
alveolar juega un parel importante en los mecanismos de inmunidad
innata. El macr&fago solo procesa el antigerno vy come fagocito no
inmine, estd relativamente inactivo y poco preparado para combatir
una infeccion bactariana a menos que exista un estado innune
previo (Pijoan, 198%5).

Cuando P, multocida estad involucrada en los Procesos
neumbnicos se produce pericarditis y pleuritis (Ross, 1934). Los
cambios histologicos iniciales son parecidos a los gproducidos por
la "neumonia enzoatica", pero a medida que avanza la enfermaedad
S0Nn mas gravec y se caracterizan por una bronconeumonia severa con
hiperplasia linfoide peribronquial, ademids de la presencia de
abundantes leucocitos  polimorforucleares (PMN), células
menenuclenres vy exudado mucopurulento er alveclots y bronguiolos
(P1yoan 1Y Trigo, 1986). La consolidacion e prasenta
principalmente en Areas craneoventrales del pulmén v los septa
ruaden estar aumentados, las lesionas =on de aspecto rojogrisaceas
con una tendencia hacia el gris como las encontradas en
micoplasmosiss la presencia de adherencias y en ocasiones lébulos
atelectasicos son  hallazgos caracteristicos de pasteureloczisz

{Roes, 19843 Morrison et al.. 1965 y Pijoan v Trigo, 13396). Al
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final se puede observar la presencia de absceses vy areas
necréticas distribuidas en todos los lébules:  raramente, si la
infeccién adquiere la forma septicémica, se observan hemorragias
equimédticas v petequiales en membranas sercsaz y mucosas (Pijoan y
Trigo, 1986), Las hemorragias y hematomas en la mucosa de la
vejiga son tambien lasiones anatomopatoldqaicas esenciales en las

pasteurelosis porcinas (Dobrev, 1984).

1:3. Fendtmenos de sinergia a interaccion en las neumonias

Durante las pandemias de tnfluénza humana ocurridas en 1890 vy
1918, erréneamente se atribuyé la causa a Haemophilus influenzae,
no obstante que el agenta etildgico primario en la primara fue el
virus de influenza tipo A2(H2N2) {(relacionado con la epidemia de
1957); por lo anterior se penzd en una posible cooperacidn aentre
estos dos agentes, en donde la bacteria actud sinérgicamenta
des;kés del efeéto viral. Este mismo ferndmenc fue observado en la
influerza . del cerdo con  Haemophilus suis en donde
experimentalmente se inocularon cerdos con los dos agentes y las
lesiones que se produjeron fuerom mas severas en comparacion con
los agentes inoculados en forma individual. A partir de estos
estudios es comun encontrar heumonias por agentes secundario;
después de una primoinfaccion con el virus de influenza (Morse,
1973). El1 fenbmeno de sinérgia en las enfermedades respiratorias
garia cualquier situacion en la que dos o mas agentes juntos
producen un mayor efacto (grado de lesién neumdnica) que el

prodqcido por cada. agente por separado. A diferencia con el

fenomeno de interaccién en donde el agente priﬁario produciria un
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dabio en aldgunas de las funciongs del pulmén que posteriormente
seria aprovachads por unc o varios de ajsntez  secundarios. Esté
fenimano ha sido estudiade principalmente por el grupo de
investigadores canadiensas, en donde su modelos experimeﬁtal fueron
los aercsoles y su rarametro la remocidn-retencion de particulas
inahaladas. Con este nodelo experimental Lépex at al (1976)

obgervarch que terneros inaculados con el virus de parainfluenza-3
(PI-3) y posteriormente infectados con P, haemdlytica, vy al medir

o

diariamente la remocidr de esta bacteria, encontraron que en los
dias 7 y 11 se dizminuyd tal remocién, pero las pasteurelas
retenidaz no mostraron una correlacién con la histopatolggia

efactuada en el pulmon.
1.3.1. Relacidn virus-bacterias en las neumonias del cerdo

Existen trabajos (Kasza et al., 1969} en donde los adenovirus
porcinos fueron capaces de inducir experimentalmente lesicnes
neumédhicas cuando se inocularon a cerdos. Estos hallazgos

determinaron que los adenovirus porcinos y M. hyopneun

inoculados simultaneamente en cerdos gnotobidticos causaion

lesiones mas severas y consistentes que las observadas cuando se

inocularon por separado. Las lesiones macroscépicas consisterion
en areas de consolidacion bilateral en los 1ldébulos apical vy
cardiaco y en la porcion anterior de los ldbulos diafragmatico v
accesorios fueron caracterizadas como una bronconeumonia exudativa
en combinacién con neumonia intersticial, ademas se encontrafon
cuerpos de inclusidon nuclear en las células septales. En este
aexperimento quedd claro el sinergismo que existid entre estos dos

agentes en el desarrollo de las neumontas del cardo . Resultados
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similares se encontraron cuando se inocularon enterovirus tipo 2 y
P. multocida (Smith et al., 1973a).Sin embarge, aeste virus es poco
comién vy no explica la alta pravalencia de la enfermedad, da ahi el
probiema da encontrar .cuales virus estan involucrados de manera
rutinaria (Pijoan, 198%5).

En México, se ha descrito el desencadenamiento de la pasteurelosis
lpulmonar Por cepas vacunalaes del virus del colera porcino, lo.cual
tiene gran 'iwort,ancia practica, debido a la inmunosupresion de la
vacuna que favorece la colonizacién de la P. wmultogida - (Pijoan y
Trigo, 1986). Un exparimento clasico de interaccion virus bacteria
fué raalizado por Pijoan y Ochoa (1978b), en el que demostraron
que el virus del colera porcino, incluso en forma de cepax
"atenuadas'" vacunales (cepa china dal virus del colera porcino),
podria predisponer a 1los cardos a quadar colonizndol} por P,
rgg_l_gg_c._i_gg. Los cerdos fueron Primeramente vacunados con dicho
virus vy cuando presentaron los Signog posvacunales se infectaron
con la P. multocida. Encontraron <que en los dias 3 yv 4 de
POSVaGUNacion los cardos prasentaron mayores lesiones neumdnicas
en contraste con las encontradas el dia 14 que fueron mencras, an
todos los casos se resisle P. multocida. )

El virus de la enfermedad de Aujeszky ha sido poco astudiado en
cuanto a su participacion como agente primario en las neumonias
.del cerdo. En un estudio de rastro, donde se muestrearon un total
da 106 pulmones , el 68 X fueron de tipo neuménico v el 32X de
tipo normal. De 1os cCasos neumdnicos en un 67X se observeé

sarologta positiva al virus de Aujeszky, mientras que en los casos

normales solo 32% se acompafiaron de serologla positiva. De los



pulmonas neumbdnicos en un Si% s= aisléd algdn tipo de pasteurella,

mientras aue de los normales solo s2 logrd  aislar en un 9%
(Badiola y Puycls, 1934).

En otros =zstudios, se demostrd la interaccién del virus de 1la
enfarmedad de Aujeszky y P. multocida en ratonas, aaul se midid la
remacidn bactariana pulmonar y se hiciaron curva de meortalidad y
un estudio histopatolégico. Los resultados obtenidos mostraron una
marcada dizminucién de la eliminacidn bactaeriana del pulmén hacia
el dia 11 de posinfeccién con el virus de Adjeszkv (Badiola vy
Pujols, 1984). De estos trabajos se desarrclld un experimento con
cerdos convencionalag previamente vacunades con una cepa

inactivada del virus de Aujeszky y se considerd come paramatro
principal la remocidn pulmonar de P, multocida a diferentes dias
postdasafic con una cepa virdlenta del virus da Aujaszky. Se
encontrd qua el virus afecta la remocidn pulmonar de la bacteria a
pa;tir dal dia 7 al 15 posinfeccison (Caballare, 1985), Estos
resultados apovaron la hipdtesis de que el virus de la eanfermnedad
de Aujeszky pudiera estar involucrado como agenta primario en las
neumonlaz del cerdo, Otro estudijo similar, en el cual se
infactaron ceardos por via intranasal con el virusgs de Aujeszky

patdgeno cepa Shope (con un titulo de 104 TCIp/S0) v 7 dias
después con una nazcla de P, multocida tipos A y D:  se demostrd’
que las cepas virulentas de campo fusron capaces d2 inmunosuprimir

al animal, lo qua perwmitidé la zuperinfeccidn con B, multocida
debidg a qua el virus ocasiond interferencia en el macrofago para

que no %e realizara la fusidén del fagosoma-lisosom;, Que eara

necesario para inactivar las bacterias fagocitadas (Fuentes vy

Pijoan, 1984).
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1,3.2: Ralacion Mycozlasma-Fasteurells en las neumonias de

diferentes especias animales.
Los estudios recientes zobre la coopuracién entre bacterias de las

debido a que ecstas bLacterias se comportan en  forma diferente,
dependiende de la esrecie animal de que se trate., Em un  trabaje
experimantal dords se estudid la infeccidn con un cultive purce de
M. ovipneuncniae (propagade en glandula mararia ovina) v/ £,
haemolytica, inoculadoz por via intranasal o intratragueal &
carderos nacidos por cesérea y despravistos ce calostro (HPCD), se
encontré que la inoculacion d=l primero en forma individual no
indujo lesicnes neuménicas aspecificas (pequehas areas de
atelectasis con eoca hiferplasia linfoide peribrongquial), en
comparacidn con  las encontradus con la inoculacidn de £
haemelytica (areas de consolidacién rojas grisdceas de 3 com o=
diaAmetro localizadas en los lobulos apical, accesorio 12
diafragmatico con pleuresia fibrinosa, brorcorneumonia purulenta vy
exudativa, n=crosante. La inocculacibn combinada de ambos agentes
no produjo cambios en cuanto a la severidad de las lesiones va que
fusron parecidas a las producidas por P, haemolytica cuando =&
inoculé en forma individual (Buddle at al.,1384). Por el contraric
en otro estudio se encontrd un sinergismo entre M. bovis y £,
. haemolytica cuande se inocularon ambas bacterias por via
intranasal. o endotraqueal va que las lesiones fueron ﬁas severag y
él. porcentaje de lesién neuménica (consolidacion grks rojizal) fue

mayor (Houghton y Gourlay, 1983).

Existen pocos estudios sobre la influencia de M. hyopneumoniae v
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B. wmultgcida en 1la naumenia cronica del cerde. Smith et "al.
(1373b) encontraron 4aus al infectar experimertalennte por via

intranasal ] endatraqueal a cerdos gnotobidticos con M

hyoneumoniae o con P, multocida tipo A 0 la combinacidn de ambas

aespacias da bacterias, las lesiones mostradas fueron diferentes =n
cuanto a la extersidn vy severidad., vya que estaz  fueron wmuy
similaras cuvands se  inocularon los microorganismes en  forma
individual (3dlo pequefiaz dreazs reumdnicas en los ldbulos apical vy
cardiaco darechos por los dias 12 y 19 posinoculacion), mientras
que la combiracidn de ambas bacterias produjo lesiones mads graves
y saveras (Areas neundnicas en los ldébulos apical y cardiace
deracho a izquierdo, asi como la parte anteroventral del lobulo
diafragmatico derecho y accesorio for el dia 19 peosincculacicn).
Estos autores sugirieron que ce =stablezcan invastigacionas
futuras con bases astadisticas rara determinar la posibilidad de
que estos 2 organismos actuen en forma aditiva o qQuizd sin&rgica.

Morrisors et al. (1935), harn demostrado qua los pulmores neumdnicos
(colectados en rastro) que prezentan tanto M. bygeggggggggg(
correlacidén positiva entre fluorescencia y naumonia r=0.46;
p<0.001) como P. multocida (correlacidm pozitiva entre el ndnerc
de colonias y naumeriia, r=0,60; p<0.001) prazantan
estadisticamerte lesiones de mayor saveridad que pulmones con  los

mismos microorganismos por si 3o0los. Sin embargo en otro trabajo

se encuentra

s2 ha detectado por aislamiento que M. hyopneumoniae
en mayor proporcion en pulmores con lesicores ligerags neumdnicas
que'»aqﬁellos que presentan lesiores severas y concluyern <ue M.
hyopneumoniae no es una especie de marcada actividad patogérrica v
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que se establece solo en lechones (Gois et al., 1980). Por otro

lado se ha estudiado el efecto d= M, hyopneunon sobre el

desarrollo de la pleuroreumonia contagios producida por

que la infeccion

Haemophilus gpleurcpreunonize vy se ha encontrad

previa con micoplasma actua como un factor |predisponente que

exacerba la pleuroheumoriia en los cerdos (Yagibpizsha et al., 1994),

No =g ha encontrado e la literatura un estudio|sobre la infeccidn

secuencial entre M,
e

dal cerdo.

iyopneumoniae v

e

multocida en las reumonias

2




CUADRG i, ESTULIOS REALIZADOS SOBRE LA ASICINCD I ENTRE LA
FREVALENCIA O EXTENSION DE LA NEUMINIA ENZCQOTICA Y LoS  IWNDICES IE
CRECIMIENTD,
AUTORES Afc MATERIAL ¥ METOLGS RESULTALDS
Betts et al 153 nsculacion experimentallhgcbP’ 25 #PRA* 25 2
Betts et al 1955 incculacicn exrerimental WGDF 14 %, A 17 %
Shuman et al 1956 {#1 piara; antez y despues| efexzto insignificante
Yeuna =t al 1959 |91 prarat antes v despuccldiDF
Goodwin et al 1353 (81 piaras antes ¥y JdespussWPGDF S %
Enalert et al 1964 inoculacion exeerinental | efecto inzignificante
Biorklund et al 1965 estacidn de prueba Je afzcto insigni ficante
proganie
Eiknieler et al 1765 | Fiara efecto ingignificante
Truijen, citado 1967 A 8.5 '/:‘
por Flonait (1978)
Hukin 1370 Eztaciin de prueba de GDP 14 X ccn neumonia
progenle moderada-severa
Shroder et al 1981
citade por
Plonait (197%)
Zimmerman et al 1973 incculacién exrperimental { GDP efecto
] insignificante
Lirdavist 1974 93 piaras GDP con neumoria
noderada severa
Backstrom et al 1975 1 piara efecto insganificante
Branaz et al 1975 |81 piara antes y despues GDF 5.6 % ‘CA 4.6 2%
Jericke et al 1975 estacion de prueba de efecto insignificante
progenie
Lundehaim 1979 estaci16n de prueba de GDF con creciante
progenie aumento de neumonia
Muirhead 1579 | S piaras GDFs cag
Zimmerman et al 1982 incculacién experimental ' efects significante
Straw et al 1933 estacidn de prusha de GDP con creciente
- progenie aunento de neumonia
Takav et al 1984 2 plaras efecto no consistente
Morricon et al 1984 4 piaras efecto insignificante
Straw =t al 1934 estacion ae pruzba de GDP con estensadn
proganie
GDP Garmancia diaria de peso aAUHENTADA

(] N
ca?’ conversitn de alimanto

nxsnmumn’

Parametros® de rendimiento antes y después de la 1atroduccisn de los agentes
infecciosos productores de neumonia.

Tomado de (Morrison et al.,1926)
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2.0BJETIVOS

2.1.+ 7. . zamiento del objetivo general.
Los pocos estudios que existen sobre la influencia de Mycoplasma

hyopnsumeniag v Pasteurella multocadas en las neumonias de los

cerdos rno han sido Concluyentes. Entre esos estudios, se habla
demostrads experinantalmente que ambasz especies bacterianas cuande
zran incculadas a cerdos gnotobidtizos ya sea en forma individual
o combinada las lasiones mostradas eran diferentes en cuanto a
extensidn vy severidad, perc no concluyerom cual especie bacteriana
favorace & la otra en el procezo neuménico (Smith et al., 1373b).
Por otro lado Golis et al. (1920) hablan encontrade aua de los
pulmonas con  lesiones neumdnicas ligeras, aislaban con  mayor
frecuencia M. bhycpneumeniae que de ‘aquellos con lesiones saeveras,
por lo que considerarcn que este micoplasma no era una especie de
marcada actividad patogénica v sole se establecia en lechones.
Tambirén <Se habla demostrado aque el virus del célera porcine
vacumral predicponia a  los cerdos a quedar colonizades con Po
mditocida (Fijoan v Ochoa, 1978b). En un estudio realizadoe en

pulmnernes celectados de raztro se ha encontrado que cuando

= ML

prazentabarn tarto M. hyopneumnol

o, las lesiores

e come P d
eran de mayor zeveridad en comparacién con aquellos pulmones con
los mismos microorganismos aislados indiv1dualmente (Morrisen et
al.,, 192%5), adamis de aque loz indices de crecimiento s& ven
afectados por las meumonias en esta especie animal {(Morrison at
al., 1986).

Estos estudics no deiuestran, por un lade la interaccidn entre M,

hyoprieunoniae v F. mnultogida en forma aditiva o 1la posible
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infezcidn zecuencial con  estos  microorganismos en cerdos
convenciorales, eor lo que se planted come objetivo principal en

esta tesis 2l estudiar la interaccidn entre M, hyopneumoniae v P,

multoecids empleando  cerdos convencionzles para asi simular  las

condiciones de campa.
2.2.- Objetivos particulares.

Para estudiar <! la infeccidm con M. hyocpneumgoniae avmenta la

X

g2 plantearon una serie de objetivos particulares:

2.2.1,- Eztudio dz2 la patogenicidad d= estas dog bactzrias en base
a un diseno experimental de cuatro grupos: Grupo I, testigos
Grupo II, inoculado con M. hyopnsunoniae; Grupo III, inoculado con

P. multocida y Grupo IV, incculade primaro con M. hycprneumcniae vy i

desputs con P, wultocida. Los cerdos procedieron de madres de

quinto parto, debido a que este tipo de cerdas transfieren a sus
lechonez una buena inmunidad calostral hacia M,  hycepneumgniae,
ademas de que las madres eliminan menos cantidades de este
miceplasma por las cecreciones nasalss. ‘
2.2.2,- Estudio en estos grupos experimentales de:
2.2,2.1.- Evolucidrn de los signos clinicos.
2.2.2.2.- Externzién y severidad de .las lesiones pulmonares.
2.2.2.3.- Recuperacid a partir de las lesiones, de los
microorganismos previamente inoculados. :
2.2.2.4.- Indices de <crecimiento (ganancia diaria de peso v
conversion alimenticial.

2.2.3.- Estudio del posible mecanismo de interaccién de M,

hycpneunonias y P. mny con un experimento "in vitro" de

explantes traqueales.



3. MATERIALES Y METODOS.

3.1.- Materiales

3.1.1. Animales. Se utilizaron {9 derdos machos , raza Yorkshire,
destetados a la quinta semara, obtenidos de tres diferentes

camadas (7,6 y & animalas por camada) de madres de quinto parto.

3.1.2. Alimento. Leos cerdos fueron alimentades con alimento

comercial "Lechoncina sin antibidtices (Purina de Mexicc).

3.1.3. Microorganismos inoculados., Se utilizd la cera 194 de M.
hyopneLmoniae en homogeneizado pulmonar, libre de virus (donada
por el Dr. Richard Ross, Universidad del Estado de Iowa, EUA) vy
una cepa de P. multocida tipo D de la colecei¢n de la Facultad dz
Estudios Superiores Cuautitlan UNAM que fué aislada de wun  cerdo

con neumonia en México, e identificada como tipo D con la prueba

de autoaglutinacior con acriflavina.
3.1.4. Medios de cultivo rara micoplacmas.

3.1.4.1. Medioz liquidos para aislamienta.

El medio liquido empleado fué el de Friiz (1969), qus se prepard a
partir de medios basales comsrciales: caldo PPLO (Difco) y caldo
BHI (Difco). Se esterilizaron &n autoclave a 121°C y 1S libras de
presién durante 15 minutos v se mantuvieron posteriormente a wuma
temperatura de 45 a S0 C &n bafio marla. Desputs se adicicharen en
forma aséptica, suyero de caballe estéril (colectado en
rastro,clarificadoc mediante la filtracién con cartuchos Millipore

"Lifagard” CP-15 vy asterilizadog por filtracidn con membranas
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Millipore de 0.22 jm), extracto de levadura estéril e inhibidores.

3.1.4.1.1. Medio de HP "hyopheumcniae" modificado por Friis:

Sol, zalina balancezda modificada de Hank . 192.0 ml
Extracto dz levadura 18.0 ml

* agua desionizada 225.0 ml

* Infusién cerebro corazéon (BHI, Difow) 2.5 9

# Caldo PPLO (Difco) 2.5g

*# Rojo de fenol (zo0l.0.2%) 3.5 9

* DNA 0.02 3
Meticilina 75.0 me@
Sulfato de kanamicina . 1.0 ma/mk
Suero de caballo inactivado(Sé C/17 nminutoes) 125.0 nl

Se ajuztd el pH a 7.4 con una sol. al 7.5% de NaHCOy . El nedio y&
prefparado  se distribuyd en tubos de 13 X 100 mmn con tapén de
baauelita a razén dz2 4.5 ml en cada uno. (*) Se aesterilizé en

autoclave,

3.1.4.1.2. Sal. salina balanceada modificada de Hank:
(disolver en el order gque se prasenta)

Salucidn “"A"

Agua desionizada 400,00 hl
Na Cl 80.0 3
K C1 4.0 9
MaSOq -7 H,0 1.0 9
MaCl, .6 H,0 1.0 9
Ca Clg . 1.4 9
Agua desionizada hasta 500.00 ml
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Soluciden “B"

Agua dasionizada 400.00 ml
Na, HFO4 .12 H,0 1.5 g
KH, PO4 ' 0.6 9
Agua desionizada hasta 500.00 ml

Al momerto de su uso 25 ml] de la zol. "A" se mezclaron con agua
desicnizada hasta 400 ml, despues se agregaron 25 ml de la sol.

"B" y se aford con agua desionizada hasta 500 ml.

3.1.4.1.3, Extracto de levadura (Carter,1975 y Boughton Yy
Thormrs,1%76). Se suspendiercn S0 g9 de levadura fresca de panaderia
en 100 ml d= KHP040.2 M. Se calentd a §0-83 C durante 20
minutos, se clarificd mediante la filtracion con cartuchos
Millipore "Lifegard" CP-15, se ajustd el pH a 7.6 con una sol. 1 N
dz2.NaOH. Se esterilizd por filtracidn (membranas Millipore, 0.22

Jim)} y se almacend a -20 € hasta su uso.
3.1.4.2. Medios sdlidos

3.1.4.2.1, Medic de Friis:

Infuzidn cerebro corazén (BHI,Difco) 5.0 g
PPLO calde (Difco) S.0 g9
Rojo de fenol (sol. 0.2%) 7.0 ‘m1
Agar noble (Difco) 9.0 9
pNA 0.02
Agua desionizada 450.0 ml

Se ajustd el pH a 7.6 con una sol. 0.1 N de NaOH v se esterilizd

@en el Bautoclave manteniendose a 45-50 C en bano maria para
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agragarle en forma asé¢ptica los siguientes compuestos:

Sol. salina balanceada mod. de Hank 304.0 ml
Extracto de levadura 36.0 ml
Suero inactivado de caballo 250.0 mi
Meticilina 150.0 mg
Sulfato de kanamicina 1.0 mg/ml

Sa mezclaron y ce distribuyeron ern caja de petri de 100 mm de

diamatro. .
3.1.4.3. Mediosz liquidos para caracterizaciéon bioauimica

3.1.4.3.1. Medio de Arginina (hidrolisis):

PPLO caldo (Difco? 10.5 9
L-Arainina HC1 . S.0 9
Rojo de fenol (sol. 0.2%) 6.3 ml
Agua desionizada hasta 250.0 m}

Se ajusté el pPH a 7.0 con una sol. ©0.1 N de NaOH y se esterilizé
por filtracion (membranas Millipore de 0.22 um), se le agregd en
forma as¢ptica los  siguientes compuestos, pPreviamente

esterilizados:

Suero inactivado da caballo 100.0 ml
Extracto de levadura 50.0 ml
Sulfato de kanamicina 1.0 ma/ml

3.1.4.9.2. Madio de Glucosa (farmentacisn).

Este medi6 s& prerard tomando como base el medio de Friis y solo
se le adiciond glucosa en una proporcion de 1 g por 1000 ml .de
madio liquido.

Tanto el medio de arginina como el medic de 9lucosa se
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distribuyeron en tubos de 13 X 100 mm con tapon de baquelita a

razén de 4.5 ml por tubo y se almacenaron a 4 C.
3.1.5. Medios de cultivo para pasteurelas

3.1.5.1. Medios liquido y sdélido
Se empled caldo infusidn cerebro corazdn, (BHI, Bioxon de

Maxico,S.R.) y con agar al 1.S5% suplementado con sangre de bovino

al S%.

3.1.5.2. Medios y pruebas de diferenciacién bioquimica

Se realizaron en base a los criterios de Cowan y Steel (1974).

3.1.6. Soluciones
Se prepard una serie de soluciones qua se emplearon para realizar
las pruebas bioquimicas bacteriolégicas asi como para realizar las

pruebas sercléogicas de inhibicién de crecimiento de micoplasmas.

3.1.6.1. Solucidn para la prueba de dependencia de esteroles.

La sol. de digitonina al 1.5% (Friis,1975) se aesterilizé por
filtracion (membranas Millipore de 0.22 )um); se humedecieron
discos de papel filtro previamente esterilizados, se secaron a 37
C y se almacenaron a 4 C.

3.1.6.2. Soluci¢n de azul de metilenc para la prueba de produccitn
de peroxido da hidrégeno (Roberts y Pijoan.l???)f

Se prapard una sol. al 0.1% de azul de metileno en agua destilada,

sa estiriliza en autoclave y se almacend a 4 C.

3.1.6.3. Solucién modificada de Alsever

Glucosa 20;5 9
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NaCl 4.2 g

zitrato de sodio 8.0 g
acide citrico 0.55 9
Agua destilada ’ 1000.0 ml

Se esterilizd por filtracion (membranas Millipore de 0.22 um) v se

almacend a 4 C.
3.1.6.4. Solucion de formalina al 10X en scolucidn salina balanceada.

3.1.6.5. Solucidn acuosa de acriflavina (Carter y Subronte,1973).
Se prepard una sol. de acriflavina al 1:1000 con agua destilada vy

se utilizé inmediatamente.

3.1.7. Cepa de Staphylococcus aureus, que se empled para

determinar el tipo capsular A de P, multocida (Carter ¥ Rundell,

1975).

3.1.8. Antisueroc de M. hyopneumoniae.
Sa empled un antisuaro homélogo de M. hyopneumoniae (donade por el
Dr. Richard Ress, Universidad del Estado de Iowa, EUA) diluido

1:20 con una sol. balanceada de fosfatos al 0.04 M a pH 7.2.

3.1.9. Soluciones y equipo empleados ern la microscopla electrdnicp
de barrido.

3.1.9.1. Glutaraldehido al 3% en selucith amortiguadora de
fosfatos (PBS) a pH 7.2. Alcohol etilico a las concentraciones del

15, 30, 50, 70, 95 y 100%. Acetato de amilo (solvante anhidro).

3.1.9.2. Microscopic electrdnico de barrido, modelo JSM-2S5

SII, marca Jeol. Evaporador da iones (Fine Coat, ion sputter),
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modalo Samdri-780 A, marca Tousimis Res. Corp. Camara fotografica,

modelo OM-10, marca Olympus.

3.1.10. Explantes traqueales. Las traqueas fueron colectadas en el
rastro de Ferreria de la Ciudad de Meéxico, de fetos de
aproximadamente dos meses de edad y fueron transportadas en medio

de RPMI-1640 (Gibco) sin antibidticos.

s
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3.2. Matodos
Experimento I.- Estudio In Vivo con lechones.

3.2.1. Grupos experimentales. Al cumplir S semanas &e edad, los
lechones fuaron destetados y con ellos se formaron érupos
exparimentales de cuatro cerdos cada uno, los cuales se
distribuyeron por parejas en Ar2as separadas, con comederos Vv
bebederos‘independientes (el peso Promedio: 15.9 kg, peso total:
61.6 kg). Antes de iniciar el experimento 1los animales se
mahtuvieron uUna semana en reposc. Los grupos formados fueron los
siguientes: GRUPO I, testigo, no infectado (peso promedio: 15.5
k9; peso total:é62.2 kg); GRUPO II, inoculado con M. hyopneumconiae
el primer dia de exrerimentacid (peso promedio: 16.7 kgs peso
total: 67 kg); GRUPO IIXI, inoculado el dia 23 con P, multocida

(peso promedio: 15.9 kgs peso total 63.6 kg); GRUPO IV, inoculado

el primer dia con M. hyopreumoniae v el dia 23 con P. multocida.

3.2.2. Preparacion de indculos

3.2.2,.1. Produccion  de  homogeneizado pulmonar con M.
hyopneumnoniae. Se inocularon tres lechones con la suspension de
M. hyopneumoniae cepa 194 {con un titulo de 10 UFC/ml), se usaron
20 ml por animal, sa administraron por via endotracueal con una

. sonda, Para lo cual los cerdos fueron previamente sedados con
azaperona {2 mg/kg de peso, via intramuscular) y anestesiadqs con
cl?rhidrato de metomidato (1.5 mg/kg de peso, via intravenosa).

Los lechones fueron observados diariamente y se sacrificaron por

choque eléctrico y exsanguinacién cuando presentaron los signos
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éllnicos de neumonia (dia 19 posinoculacidn). Los pulmones se
obtuvieron asépticamente ylde sus dreas nauménicas se preparé un
homogeneizado al 1074 (p/v) en medio de Friis, con morteros Ten-
Broeck (Piffer y Ross, 1984), Con este homogeneizado, te inoculd
de la manera antes descrita a' los cerdos de los Irupos
exparimentales II y IV. Para titular el homogeneizado se emplearon
muestras de 0.5 ml que se diluyeron seriadamente en medio de Friis
y se incubaron a 37 C an una atmbsfera de aire y COp al 10%
durante S5 a f dias; a las colonias sospechosas se les realizaron

pruebas de identificacion bioquimica y serolégica.

3.2.2.2. CePa P, multocida

La cepa de P, multocida tipo D se propagd en medio liquido de
infusién cerebro corazén 1liquido durante 8 horas a 37 C en
agreacion forzada y la concentracion celular de la suspensidén se

ajustd a 10 bacterias/ml con el mismo medio.

3:2.3. Inoculacion con M. hygpneumeniag,

Los ocho cerdos de los grupos II y IV se anestesjaron ¥y fueron
inoculados c¢on &l homogeneizado pulmonar (con un titulo de 10
UFC/ml), endotraquealmentae, come ya se menciond. El dia de la

incculacidn se designd como el primer dia del exparimento.
3:2: 4. Incculacion con P, multegida.

Cada grupo de cerdos de los grupos III y IV fué inoculado con 22
ml de la suspensién bacteriana (10 - células/ml) empleandc una
camara de aerosolizacidn modificada para cardos (Lopez et

al.,1976) ajustada para aplicar el indculo en 30 minutos. La
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inoculacidn con P. multogida fué realizada el dia 23, cuatro dias
despudés de  haberse iniciado 1la hipertermia producida wor la
infeccion con M. hyopneumgniae en loz cerdos de donde se obtuveo el

homogeneizado para la inoculacidn de los grupos II y IV,

3.2.5. Temparatura corporal y observacién de los signos
raspriratorios.

Diariamente, a todos los cerdos, se les tomd la temperatura por’
via rectal entre las 7 vy 8 de la mafana y durante el mnanejo

cotidiano se observaron 1los signos respiratorios de tos y de

disnea en agitacién. En la tarde se observé la disnea en reposo,

cuando los animales presentaron hipertermia y se observaron los

signos raecpiratorios (dia 23), solo al arupo IV se le inoculo B,

multocida. El sacrificio de todes los arnimales se realizd cuande

en los cerdos del grupc IV se observaron los signos raspiratorios

savercs.
3.2.6. Evaluacidn da lesionas macroscodpicas.

Se midid la extengzion de las lesiones hneumdhicas mediante
planimatria de los diagramas pulmorares normalizados de vista
dorsal y ventral., Se calculd €] promadic del Area dafada de ambas
vistas vy ga calculd el porcertaje del 4&rea ocupada por las
lesionas neumdnicas tomardo cémo base el porcentaj= del area total
del pulmén y se realizd analisis estadlistico por la prueba de "t*
de Student ( p < 0.05 ). También se registrd el aspecto de las

lesiones neumdnicas azil como la presencia de adherencias en ellas.

3.2.7. Lasionaes microscopicas.

3.2.7.1. Microscopia éptica.- Los fragmentos representativos de
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los pulmones afectados (lébulos craneal y cardiaco derechos)’ se
fijaron en formalina amortiguada al 104, se incluyercn en Parafina
para la obtencidn de cortes de 6 um deiespesor y se tineron con
hematoxilina-eosina. Las lesiones.microscoplcas se evaluaron de
acuerde al meétodo de Morrison et al. (19835 modificado, este
método de evaluacidn subjetiva consistid en la infiltracion
linfocitaria e infiltracidn de polimorfonucleares (PMN) en la tuz
bronquial y dependiendo de su relativa abundancia én cada seccion

se calificaron de 1 a 4 puntos.

3.2.7.2., Microscopla electronica.- Se colectaron muestras de un
- centimetro clbico de las zonas neumdnicas previamente expandidas vy
fijadas .por perfusién alveolar con glutaraldehido al 3%. Las
muestras <e cortaron en bloques de 1l a 2 mm y se continuaron
fijando en la misma solucién durante una hora a temperatura
amskente. Posﬁeriormente, se lavaron en PBS y se deshidrataron en
etanol al 15, 30, S50, 70, 95 y 1004 durante 1S minutos en cada uno
de ellos y con acetato de amilo durante 30 mirutos. Se desecaron &
punto critico «an CO y finalmente se recubrieron con una capa de
oro de un espasor qez1ou A. Se tomaron fotografias directamente de
la pantalla dzl microscopio electrdnico de barrido empleando
pelicula Kadalith v se imprimieron eén papel Kodakbromide tipo F-2°

(Goldstein et al.,1981).
3.2.8. Cultivo y aislamiento de los microorganismos.
3.2.8.1. Aislamiento da M. hyopneumcniaa.

Se hicieron lavados endotraqueales de todos los especimenes
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sacrificados, asi como homogeneizados de laz areas neuméhnicas y se
cultivaron en medio liguido de Friiz haciendo diluciones decimales
de 10 hasta 10; que se 1ncubaron a 37 C. En los cultivos se
registro la acidificacidn v la turbidez. De los cultives pPositives
se hicieron subcultivos en medio sélido de Friis , se incubaron a
37 C en una atmdsfera de aire con CO al 10J. Las colonias
aisladas d= micoplasmas se clonaron treszveces y se subcultivaron

en medio liquido y s&lido y se somatiaron a las pruebas de

identificacidn bioquimica vy seroldgica.

3.2.8.1.1. Prueba de depandancia de esteroles. Los micopiasmas sa
sembraron en medio sélido de Friis, inmediatamente despuéds se
colocaron sobre la superficie sensidiscos impregnados con
digitonina y se incubaron a 37 C en una atmésfara de aire con CO
al 104 durante S5 a 7 dias. Una zona de inhibicién indicg

sensibilidad hacia la digitonina y presencia de esterolas

{(Friis, 1375}.

3.2.8.1.2. Pruzba de hidrdlisis de la arginina. Los micoplasmas se
gembrarcn en el medio de arginina llauido v se incubaron a 37 [
durante 5 a 7 dlas, junto con los medi&s de arginina sin inocular
que  se usaron como controles de la prueba. Una reaccion alcalina
(color plrrura) indicd hidrélisis positiva (Boughtor y Thorns, 1976

y Rose et al.,1979).

3.2.8.,1.3. Prueba de fermentacion de la 9lucosa. Los micoplasmas
se sembraron en los medios de Friis ligquido con g9lucosa, se
incubaron a 37 C durante 5 a 7 dias, asi mismo de los medios sin

inocular que se usaron como controles. Una acidificacion (color
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amarillo-anaranjado) indicd una reaccién positiva (?ifFer y
Ross.1984).

3.2.8.1.4. Prueba de produccidn da perexide de hidrégene. De los
micéplasmas que se desarrollaron en el medio EOIido'de Friis, se
cortaron pequefics trozos de agar (1 cm®) con coleniac 'y s¢&
colocaron sobre portachjetos. Por otro lado se Prepararon
eritrocitos (tipo "0" de humarno) que se lavaron tres veces con
sol. sali?a amortiguada, despues de lo cual se ajustaron al 0.5%.
Estos eritrocitos se mezclaron con un velunen igual de azul de
metileno diluido 1/10 con sol. =alina amortiguada, de esta mezcla
se agrejgaron dos gotas sobre &l agar con colonias y al cabo de
varios minutos se observaron al microscopio., Una reaccion positiva
se manifestd al tefirse los eritrocitos que rodearon a las

colonias de micoplasmas (Robarts y Pijoan, 1977).

3.2.8.2.1. Aislamiento e identificacidn. -De las lesiores
neumdnicas se tomaron asépticamente trozo; de aproximadamente 1 cm®
que se homogeneizZaron en un triturador de tejidos Ten-Breoeck. S
incubaron sobre placas de gelosa sangre (sangre de bovino al S%) vy
se incubaron a 37 C durante 24 a 48 horas. A las coloniaz
purificadas se les hicieron pruebas de identificacién bioquimica,

. de acuardoe a los criterios de Cowan y Steel (1974).

3.2.8.2.2. Tipificacidn capsular.- Para determinar el tipo
capgular D de las pastaurellas aisladas, lag bacterias se
sembrarcn en caldo infusién cerebro corazén durante I2 horas, se

lavaron con PBS, 1 ml. de la suspensién bacteriana se le adiciond



1 ml. de acriflavina al 1:1000. La lectura se realizé a los 3
minutos v wna reaccidn positiva fué la observacidn de una
autoaglutinacion (Carter y Subronto, 1973). Para determinar el
tipo capsular A, las pasteurellas se sembraron en estria continua
scbre placas de gelosa sangre vy depués s colocéd ura estria de
C durante 24 Ars. Yy una reaccidén pesitiva fué la observacién de
colonias de menor tamaneo y descapsuladas cerca de la estria de las

colonias de Staphylococecus aureus (Carter y Rundell, 1975).

3.2.9. Crecimiento de los cerdos.

Los lechones se introduj2ron en los corrales de experimentacion
desde una semana antes de iniciar el experimento. Se les
proporciond alimento comercial sin antibidticos , dosificado segiin
el peso del animal: cuando los cerdos pesaron entre 1l v 16 kg ce
sum;nistro { kg/dia; cuando los animales pesaron entre 16 y 28
kg.,1.5/dia y entre 28 y 38 k9 de paso, se les suministrd 2 ka/di.
Sse medid la ganancia diaria de peso (GDP) de cada cerdeo y se
calculd la converzidn alimenticia (CA) de cada grupo dividiendo el
peso del alimento consumido entre al peso ganado. Los rasultados
de cada 9rupo se compararon mediankte el analisis de varianza

(ANOVA) .

3.2.10. Expear imento  II: Estudio "in vitro" con Explantes

Traqueales.

3.2.10.1. Preparacidén de los anillos traqueales. Las traqueas se
cbtuvieron del rastro de Ferreria del D.F. (IDA) a partir de faetos

de 2 a 3 semanas de edad vy en €1 laboratorio se cortaron en



fragmentos de 3 a 4 anillés traqueales vy se lavaron con PBS
empleando para ello grandes volumenes (500 ml). Se incubaron a 37
€ durante 24 horas en medio de RPMI-1640 sin antibidotices y con
suero fetal bovino al S4. La viabilidad de los anillos traqueales
se confirmd mediante la observacién del movimiento ciliar con un
microscopio estereoscérico.

3.2.10.2. Formacion de los grupos experimentales. Se formaron
cuatro gr;;os aexperimentales de cuatro replicas con cua@ro anillos
traqueales en cada una de ellas. GRUPO I, teztige, mo iroculado,
s0lo sa adiciont medio de cultivo.,  GRUPO II, inoculado con M,
hyopneuioniae el primer dia. GRUPO III, inoculado el dia S con P, |

multocida y GRUPO IV, inoculado el primer dla con M. hycpneumania

w

y el dia § con P. multocida. Todas las replicas se incubaron a 37
c.

3.2.10.3. Inoculacidén con M. hyopneumoniae. Los grupos II y IV se
inocularon con un cultivo de 4 dias de M. hyopneumoniae en medio
de Friis sin antibiéticos después de las 24 horas de preincubacidn
El dia de 1la inocculacidn se designd como el primer dia de}

axper imento.

3.2.10.4. Inoculacion con P. multocida vy realizacidn de cuentas
viables. Los grupos ;II y IV se inocularon con 2 X 107 bacterias
/ ml el dia 5, se incubaron a 37 C y se realizaron cuentas
viables a.las 4, 8, 12 y 24 horas por el método de Miles y Misra

(1938) .




4. RESULTADOS
Experimento: I

4.1. Evolucidn de los signos clinicos.

4.1..1. Temperatura. Los cerdos de los grupos I (testigo) y III
(inoculado con P. multocida) tuvieron temperaturas normales
cuyos promedios (+-DE) fueron 38.5 £ 0.3 C (Fig. 1 A) y 38.6 ¢
0.2 C (Fig. | B) raspactivamente, durante los 36 dias d=l
experimenﬁé. Por el contiraric, los cerdos d2] arupo II (inoculados
el primer dia con M, hycgnaumoniae) tuvieron hipertermia que se
inicid el dia 19, fueé maxima (39,6 C) el dia 26 y se mantuve en
nivelez ligeramente mayores qus 2] rormal hasta el fin del
experimenta (F1g9. 1 A), El1 grupo IV (incculade el primer dia con
de hipertermia, la cual se inicié el dia 1% llegando a un maximo
(39.3 C) el dia 24 v un segundo pico de hipertermia (39.2 C) el
dia 23; la temperatura de estz grupo se mantuvo en niveles

ligeramente mayores que el normal hasta la fecha del sacrificic

{Fig. 1 B).

4.1.2. Signogs raspiratorios. Los cerdos de los grupos I vy III
mostraron signos respiratorios normales. En cambio los cerdos de
los grupos II vy IV quae fueron inoculados con M. hyopneumoniae el
‘primar dia, tuvieron tos no productiva, cuya intensidad varid de
leve hasta severa y disnea de esfuerzo y de reposo. La evolucidn

de 1la tos y de la disnea en los grupos II vy IV se muestra en la

Fig. 2 y se describe a continuacion:
4.1,2.1. Tos. En el grupo II se inicio con caracter leve el dia
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18; el dia 22 aumento a moderada en tres de los cuatro cerdos; a
partir del dia 23 todos los cerdos del grupo II tuvieron tos
moderada, 4ue durd cinco dids mas y del dia 28 en adelante, su
severidad disminuy® paulatinamente de manera que el dia 30 era
leve en todos los cerdos y se mantuvo asi hasta el dia del
sacrificio (Fig. 2 A). En contraste con el grupo II, todos los
cerdos del grupo IV (inoculados el dia 23 con P, multogcida)
tuvieron tgs moderada a partir del dia 23, la que se mantuvo sin

cambio durante 7 dias y a partir del dia 30 aumentd a severa hasta

el final del, experimento (Fig. 2 B),

4.1.2.2. Disnea. En los grupos II y IV la disnea se inicio el dia
18 en tres de los cuatro cerdos y los afects a todos el dia 22; a
partir de entonces en el grupo II predominé la disnea de esfuerzo
(tres cerdos) sobre la disnea de reposo (un cerdo) hasta el final
del experimantc, excepto los dias 28 y 31 en los que dos cerdos
tuvieron disnea de reposo y los restantes disnea de esfuerzo (Fig.
2 €). Por otra parte, en los cerdozs del grupoe IV la disrea de
reposo Ppredomind sobre la disnea de esfuerzo desde el dia 18 vy
ocurrio en todos los cerdos desde el dia 26 hasta el sacrificio

(Fig. 2 D).
4.2. Lesiones macroscopicas.

En al! grupo I no hubo lesiones pulmonaraes macroscoépicas, axcepto
en @l lobulo cardiaco derecho de un animal, en el cual se cnéontro
una pequefia zona de consolidacidn rojiza que abarcé el 3.3X de 1la
superficie pulmonari eastuvo asociada con adherencias pPleurales vy

de ella se aisld Mycoplasma hyorhinis (Fig. 3 A). Se encontraron
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lesiones &n los pulmones de todos los animales del grupo IXI; 'las
areas consolidadas abarca;on del 4 al 174 de la superficie
pulmonar y eran gris rojizas con adherencias (Fig. 3 B). En los
pulmones del grupo III no se observaron lesiones macroscépicas
(Fige 3 C). Todoes los armmales del grupo IV praesentaron areas de
cehsolidacidn que variaron del 22 al 26% de la superficie
pulmonar, eran rojizas y gris rojizas y tenian adherencias én un
solo caso (Fig. 3 D), La distribucion y aspe;to.de las lesicnes
macroscédpicas de los cuatro grupos se resumen en el cuadro 2. Los
promedios de la superficie que abarco el area pulmonar consolidada
de cada grupo fueron: gruro I, 0.8%; grupo II, 12.1%4; grupo III,
0% y grupo IV, 23.8%. En el cuadro 3 vy en la figura 4 se muestran
los resultados de la prueba de "t" de Student practicadov en los
grupos II y IV, se observa que lasg diferencias respecto a las

lesiones fueron estadisticamente significativas (p < 0.05).
4.3. Lasiones microscédpicas.

4.3.1. Estudio de microscopia optica. En los cortes histolégicos
d= los pulmornes de log grupos I (ver Fig. S Ay B) v IIXI (ver Fig.
S C y D) no se cbservaron cambios patoldgicos, excepto en la
lezsidn de la que ze aisld M. hyorhinis. En esta se encontraron
abundantes leucocitos polimorfonucleares (PMN) en los alveolos vy
en las luz bronquial, proliferacion de macréfagos alveolares vy
reaccién linfocitaria perivascular con depésitos de fibrina. Los
cortas da las areas consolidadas en los cerdos del grupo II (ver

Fig, .5 E y F) presentaron zonas colapsadas con congestion,

engrosamiento de septos alveolares, proliferacién linfocitaria
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peribrornquial, dos o tres linfocitos por septo ¥y un 'ligero
incremento de los macrofagos alveolares, Los cortes de las areas
conselidadas del grupo IV (ver Fig. 5 G y H) presentaron
engrosamiento de septos, abundantes PMN en los alveolos y luz
brongquial, congestiéri y hemorragia alveolar e intersticial, gran
proliferacién de macrdfagos alveolares, reaccion linfocitaria
perivascular y depositos de fibrina. En la Fig. 6 se cbservan las
principales lesiones microscopicas encontradax en los cuatro
grupos experimentales. La evaluacidon subjetiva basada en la
acumulacién de puntos depandiendo del gradoe de lesidn sa rasumen

en el cuadro 4.

4.3,2. [HEstudio de nmicroscopia electronica. La microscopia
electrénica de barride reveld que los éulmones testigo (grupo I) vy
los que fueron inoculados con B, multocida solamenta (gruss 111
no mostraron cambios patolégicos ( ver Fig. 7 A: 70X ), a pesar de

que a mayores aumentos se observaron bacterias en el epitelio

ciliar ( ver Fig, 7 B: 3000X ). En cambio, 1los pulmones de los

cerdos inoculados com Mg hyopneumon {grupo  II} tuviaeron”

consolidacion pulmonar evidente a menores aumentos ( ver Fig, 7 C:
70X), a mayores aumentos {( ver Fig. 7 D: 3000% ) se observaron
cambins en los epitelios ciliados, abundantes bacterias, fibrina vy
células fagocitarias alveolares en gran cantidad. E1 grupo de
cardos inoculados primerc con M. hyopheumoniae v despuds con P.
multecida (grupo  IV) mostraban esencialmente los mismos cambios
que se encontraron en el grupo II, con la adici¢n de qua los

epitelios ciliados mostraron zonas carentes de cilios '

micoplasmas evidentes en ellos formando acimulos, asi como de
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abundantes bacterias ( ver Figs. 7 E: 70X vy 7 F: 3000¥ ).
4.4, Microorganismos aislados de las lesiones.

En el o9ruro I aunque no fué posible aislar los micrporganismos
inoculados en los demds grupos, del lobulo cardiaco derecho de un

animal se aisld M. hyorhinic. De los pulmones del grupo III no se

aisld la P, multocida que habia sido incculada el dia 23. Se aisld

M. hyceneupmoniae
emplearon iavados endotraqueales, mientras que de los
homogeneizados pulinonares se pudo aislar en tres animales; de
ninguno de los animales de este grupo se aisld B, multocida., De
todos lots animales del grupo IV se aisld M, hygpneumoniae cuando
se¢ ukilizaron lavados endotraquealas, mientras aque de los
homogeneizados pulmonares solo se aisldé en 3 animales ( el
-2

aiglamiento de M. hyopneumoniae fué a la dilucidn 10 e 6/8
-3

Pulmoenes y de 10 €en 2/8 cuando se utilizaron lavados

-2

endotraqaueales y a la dilucién 10 cuando ce utilizaron
homogeizados pulmonares). €Solo en tres pulmones del grupo IV  se

-3
logro recuperar P, multocida (a la dilucién de 10 ). E}

aislamiento de M. hyorhinis se hizo de un animal del grupo 11 v de

otro del arupo IV.
4.5, Aumento de peso y conversién alimenticia.

Los cerdos de los grupos I vy III tuvieron una ganancia diaria de
pase (GDP) de 0.355 % 0.072 kg vy de 0.360 1 0.072 respactivamente
y la conversidn alimenticia (CA) fud de 2.68 & 0.62 kg de alinento
Fara el grupo I v de 2.42 t 0.62 kg para el grupo IIT. Lot eardos

d=1 grups II tuvieron una GDP parecida a los grupos anteriores
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{(0.344 ¢+ 0.072 ka) pero su CAvfué de 3.55 & 0.62 kg. El1 grupo IV
tuvo la mas baja GDP (0.233 t 0.072 kg) v la mas alta CA (4.25 #
0.44), En el cuadre 5 asi como en la figura 8 se .muestran los
resultados del analisis de varianza (ANOVA) en la que se toméd como
variable de vrespuesta la ganancia diaria de peso (GDP) v en el
cuadro 6 y figura 9 los resultados de la corversidn alimenticia

(ca).

b
Experimento: II.

4.6. Cuentas viables de P. multocida cultivada en presencia de

explantes traqueales con o Sin inoculd de M. hyopnaumoniase

Las replicas de los grupos I y II que no fueron inoculadas con P,

multocida solo sirvieron como controles. Las cuentas viables

encontradas en los grupos III y IV fueron muy similares, asi el
promedio de los resultados encontrados de bacterias por ml en el
7

grupo III fué el siguiente: a las 4 hrs: 41.5 X 10 » (Log
e : 10

:18.62); a las 8 hrs: 80.3 X 10 , {Log :19.96)s a las 12 hrs:
10 S

9
21.8 X 10 » {Log :110.04) y a las 24 hrs: 33.7 X 10 » (Log
10 10

16.52), mientras qua las encontradas en el grupo IV fueroh: a las
&

7
4 hrs: 39.5 X 10 (l.og :8,56); a las 8 hrs: 79 ¥ 10 » {Log
10 9 10
:19.86)3 a las 12 hrs: 16.8 ¥ 10 , (Log :116.23) v a las 24 hrs:
S 10
. 16.7 ¥ 10 > (Log £6.22).
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* FIGURA 1. MEDIAS DE TEMPERATURA DE LOS CUATRO GRUPQS.
En la figura 1 A se observa en el grupo II un pico
de hipartermia maxima el dia 26 (—e———9p).En la
figura 1 B se observa en el grupo IV dos picos de
hipartermia, el primero con una maxima el dia 24 y
el sagundo el dia 28 ( &~————4 ). Los cerdos del
grupo I h(o——----o) Yy los del grupo II ( Hy———1)

mostraron temperaturas rnormales.
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FIGURA 2. SIGNOS RESPIRATORIOS: TOS Y DISNEA.

Las figuras 2 A y 2 C muestran los signos
respiratorios de los cerdos del orupo II, que
fueron inoculados con Mycoplasma hyopneumoniae 63

y en las figuras 2 B y 2 D de los cerdos del arupc IV

qua fusron incculados con Mycoplasma hyopneumchiae 63

Tos teves[iE] Tos moberapa [J Tos severas

prenea pe esruerzo: ([[[ENH orsnea en Rsmso:m







CUACRO 2.- DISTRIBUCION Y  ASPECTO DE LAS LESIONES .
MACROSCOPICAS EN LOS PULMONES. ¢

GRUPOS EXPERIMENTALES

I II III v
LOBULOS AFECTADOS
APICAL: Darecho i} + Q 4
Izquierdo 1] 4 0 4
CARDIACO: Deracho 1%* 4 1] 4
Izquierdo Q 4 Q 4
DIAFRAGMATICO: s**
Deracho [ 3 Q 3
Izquierdeo 0 2 0 3
ACCESORIO ] 3 0 3
ASPECTO DE LAS
LESIONES
ROJIZA 1 1 0 2
GRIS-ROJIZA 0 3 1] 2
ADHERENCIAS i 3 0 . 2

* Los datos indican el numero de animales afectados en cada
grupo.

** Sa aisl® Mycoplasma hyorhinis de esta lasidn,

*%% S4lo en las areas cefalicas.
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CUADRO 3. RESULTADO DE LA PRUEBA DE T DE STUDENT DEL. GRADO
DE LESION NEUMONICA EN LOS GRUPOS II Y IV.

GRUPO % de lesién % EE
neuménica
‘ 4.3
iI 12.0 12.1 2.926
15.2
16.9
o 21.6
v 23,6 23.8 2.926
24.0
25.9
Difarencias de Medias: -11.73 ' t: 4.006

Desviacidn estandard de diferenciaz: 4.1329913
(P < 0,05



FIGURA 4. PORCIENTO DE LESION NELIMDNICA DE LOS
GRUPOS II Y IV. .

En la figura 4 sa muestra el resultado de la
prueba de "t" Student ( p < 0.05 ) realizado al
grupo II ( X de 12.1 y EE da 2.9 )3

y al grupo IV ( X de 23.8 y EE de 2.9 ):
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CUADRO 4. ESTUDIO DE LAS LESIONES MICROSCOPICAS.

GRUPOS INFILTRACION INFILTRACION TOTAL DE
EXPERIMENTALES  LINFOCITARIA DE PMN EN LA LUZ PUNTOS
(1L a 4% BRONQUIAL (Y & 4)* ACUMLILADOS

GRUFO X 1 Q 1]

2 [ 0 9

3 2 0

47F 3 4
GRUPO 11 g 3 1

6 3 1 17

7 3 2

3 2 2
GRLUFL 1T i 2 e

10 2 o 4

11 0 U

12 i 0
GRUPO 1V 13 3 4

14 3 3 25

15 <] 3

16 3 3

* Posiblez puntos a acumular dependizndo d=zl grada de lesidn.
% Coprdo con &l 3,84 de lezidn mesundnica dzl cuzl se aasle
Mycoplazma hyorhini

(=
.

PMN = Polimor fonucleares.

66



FIGURA 5. HISTOPATOLOGIA DE LOS PULMONES DEL GRUFO I.
Ern las rfigquras T Ao y S B {16 K) rno se
choervaron cambios pateoldgiceoz. &) Tejido linfoide
asociada a btromquicos. b) Brormuic de ssepecto normal,

c) Paredes alveatares sin cuambios.
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Fig. 5A

Fig. 5B
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FIGURA 5. HISTOPATOLOGIA DE LOS PULMONES DEL GRUPG IIX.
En las figuras 5 € (32 X) v S D (160 ) ro =e
obsarvaron cambios patoléagices. a) Alveclos de aspecta
normal. b) Tejido 1linfoide asociado & bronquios. o)
Paredes alveolares sin cambios. d) Bronquic de aspecto

normal.
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FIGURA 5. HISTOPATOLOGIA DE LOS PULMONES DEL GRUPO II.
En las figuras 5 E (32 K) vy 5 F (160 X) se obsarvan
areas colapsadas congestionadas (a), engrosamiento
de los septos alveolares (b), infiltracidn
linfocitaria peribrongquial (c) v algunos macrofagos

en la luz bronquial (d).
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Fig. 5E

Fig. 5F
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FIGURA S. HISTOPATOLOGIA DE LOS PULMONES DEL GRUPO IV.
En las figuras 5 G (32 X) y 5 H (160 X) se encontré
engrosamiento de los Eeeptos (&), congestion vy
hamorragia alveolar (b), abyndantas FPMN an los
alveolos y luz bronquial (c), prolifaracion de
macrofagos alveclares () e infiltracien

linfocitaria peribronquial (e).
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FIGURA 6. HISTOPATOLOGIA DE LOS PULMONES DE LOS CURTRO
GRUPOIS,

En la figura 6 A,B,C y D =ze ohservan las
principalez lesziones encontradas en los cuatro

grupos experimantales.
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FIG.7. MICROSCOPIA -ELECTRONICA DE FARRIDO DE LOS
PULMONES DEL GRUPO I ¥ III.

En la figura 7 A (70 X ) sea observan las
estructuras de alveolos normales (a) ercontradas en
los pulmones de los cerdos del grupo I y III. En la
figura 7 B ( 3000 X ) se muestran los cilics
normales con bacterias adheridas en su superficia

(b) en los pulimches de anbos grupos.
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 FIG. 7. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE LOS
PULMONES DEL. GRUPO II.
En la figura 7 C ( 70 ¥ ) se observan areas de
consolidacion pulmonar (a), septos alveclares
engrosados (b) e infiltracién celular peribronquial
(c)e En la figura 7 D ( 3000 X ) se observan
abundantes bacterias y moco adheridas al epitelio

ciliar (d) vy a cé&lulas fagociticas (e).
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" FIG. 7. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE LOS
PULMONES DEL GRUPO IV.
En la figura 7 E ( 70 X ) sa observan zonas de
consolidacidén avidente (a). La figura 7 F ( 3000% )
se observa que las células epiteliales ciliadas se
encuentran adheridas entre allas por los
micoplasmas formando actmulos (b), asi también se

observan zonas carentes de cilios (c).
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CUADRO 5. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA EN GDP.

GRUFO ® EE

I 0,072

11 0.072

III 0.072

v 0.072

F.V. gl sc CM FC
TRAT, 3 0.0109 0.00363 0.174%
ERROR i2 0.2497 0. 02081

TOTAL i5 0.2606

g3



FIGHRA 8. GANANCIA DIARIA DE PESO DE LOS CUATRO
GRUPIIS EXPERTMENTALES.

En la figura 8 se muestra el rasultade deal
analizis de varianza (ANOVA), tomando como variable

d= rezspuesta la GDP.

Ctirupe I (X de 0,355 y EE de 0.072 ) I l
Grupo 11 ¢ X de 0.044 v EE da 0.072 ):

trupe IIX ( X de 0.360 y EE de 0.072 ):

Grupo IV { X de 0.293 y EE de 0,072 ): -
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CUADRO 6. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA EN CA.

GRUPO b EE
I 2,68 - 0.62
II 3.55 0.62
III 2.42 0.62
IV 4.25 0.44

LK)



FIGURA 9. CONVERSION ALIMENTICIA DE LOS CUATRd
GRUPOS EXPERTMENTALES. ’

En la figura 9 ce muestra el raeasultado del
analisis de varianza (ANOVA) tomando como variable
de respuesta la CA.

Grupo I ( X de 2.68 y EE de 0.62 ): :

Grupo II ( X de 3.55 v EE de 0.62 ):

Grupo 1IIX ( X de 2.42 v EE de 0.62 )3

Grupo IV ( ¥ de 4.25 y EE de 0.44 ):
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S. DISCUSION

Smith et al. (1973b) demostraren que los cerdos
gnotobidt icos infectados experimentalmante con M.
hyepneumegniae desarrellan lesiores neumdnicas mas severas

cuands el indculo se combina con ﬁ; multocida. Utilizando
muestras colectadas en rastros, Morrison at al. (19835)
demostraron que los pulmones de cerdos - que dan reaccion
positiva a M, hyopneumoniae por inmunofluorescencia. vy de los
cﬁhles también se aisla P, multocida, tienen lesiones
neumdnicas mds extensas que aquellos en los cuales =se
identifica solamente uno de astos dos agentes. Sin embargo,
aunque muestra la presencia de ambos agentes en casos
saveros, el segundo trabajo no prueba claramente la sinhergia
patogérica que pudiera haber entre M. hyopneumoniae vy P,
myltocida. que él presente trabajo si parece demostrar, en
cerdos convencionales.

La temperatura corporal vy los signos respiratorios de
los cardos =n el grupo tectigo v en &1 inoculado solamente
con Pa multocida fueron normales. M. hygpraumgniae provocd
hipertermia los dias 12 a 26 después de la inoculacidn (Fig,
1A), c¢oma hablan encontrado praviamente Livingsten at al.,
(1972). Por esta cobservacidon se decidid inocular con P
multocida 23 dias después de M. hyopnsumoniae,. al gruro de

cardos que fueron expuestos a ambos agentes.

En los cerdas infectados primarc corv M

byopneumoniae v

luago con P la hipertermia fud mayor vy mas
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prolongada (Fig. 1B) que la causada por M, hyopneumoniae solo
(Fig. {A). Datos similares fueron observados previamente por
Smith et al. {1973b) en cerdos agnotobidticos inoculados

Los cerdos inoculades zolamente con M, hycophsumoniae
presentarorn dificultad respiratoria ligera y tendieron & la
recuperacidry, {Fig. 2A y 2C), como ocurrio a los cerdos
tratades en forma similar por Whittlestone (1979). G&in:
embargo, los cerdos inoculados con ambos agentes tuvieron tos
y disnea de mayor severidad y la tendencia de estos sianos
fud al agravamiento (Fig. 2B vy 2D),comp ocurre ern las
brenconeunontas severas causadas por agentes infeccicsos
securdarios (Morrison et al., 1935 y Pijoan y Trigo, 1986).

Los cerdos del grupo testigo y los inoculados solamente
con E. nultocida no tuvieron lgsiones pulmonares
macroscépicas, excepto un animal del grupc testigo, en el que
se encontrd una pequefia drea neumdnica que abarcéd el 3% de la
superficie pulmonar y de la cual sé aislé M. hyorhinis. Es=s
comiin encontrar a este wmicoplasma en el aparato respiratoric
anterior de log cerdos, sin embargo actualﬁente se relaciona
raramente con procesos neumdnicos en lechones o con
poliartritis., A pesar de esto los lechones muy jovenas
{reonatos) son més susceptibles que los destetados a las

micoplasmosis pPulmonares en cuyas lesiones no sélo M

hyoprneunoniae esta:involucrado sino también M, hyorhinis v M

Las areas de consclidacidén pulmonar del grupo inoculado

solamente con M. hyopneumgniag fueron menos extensas que las
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dal grupe inoculado con ambos agentes y abarcaron del 4 &l
177 de 1la superficie pulmonar (Fig. 3B). En el grupo de
anhimales inoculados con ambos agentes las areas de
consolidacidn variaron cel 22 ;l 26% (Fig. 3D); con el método
de evaluacién de Goodwin (1971) estas lesiones habrian
acumulado el maximo puntaje de severidad (55 puntos),‘ y con

el de Burch (1982) se hubiesen clasificado como severas.

En el cerdo del grupo testigo que Aresultd infectado
naturalmente con M. hyorhinis, las lesiones pulmonaras fuaron
proliferativas, como las causadazs por agentes infecciosos
primarios (Whittlaestone 1972; Underdahl et al.,1930). La
inoculacidn con P. multecida al grupo 1III no provocd lesiones
microscoépicas; estos resultados no cencuerdan con leag de
Smith at al. (1973b), quienas si observaron lesiones al
inocular so6lo P, multocida tiro A. Esta diferencia podria
deberse a que el tipo capsular A es nas patédgene que el
tipo D wusado en este trabajo, o a que los cerdos
dnotobidticos son mas susceptibles a la infeccidn que los
cardos convencionales emple2ados por nosotros. Por otro lado,
Lara et al. (1983) han determinado que los czrdos Sanos
convencionales remuaven facilmente la P, myltocida tipo D
cuando se utiliza un sistema de aerosclizacidn.

En el grupo II la inoculacién con M. hyopnesunoniae
también produjc lesiones proliferativas (Fig. 6 B). Sin
embargo, las lesiones microscépicas de-los cerdos.inoculados

secuencialmente con ambos agerites infecciosos fuearon de tipo

exudativo (Fig, 6 D), como las cominmente producidas en
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infecciones secundarias (Morrison at al., 1983) , la
evaluacién subjetiva de estos autores reveld wuna mayor
acumulacidn de puntos cuando los dos agentes estan
invelucrados en la nsumonia (ver cuadro 4). Los hallazgos de
la microscopia alectrdnica de barrido encontrados en el grupo
inoculado solo con M. hyopneumonias son similares a los
descritos por Underdalil et al. (1980) en cerdos
gnotobidticos y no fud sorprendente encontrar bacterias =n
las vias respiratorias ya que se trataron de cerdos
convencionales (Fig. 7 B). La mavor intensidad de las
lesiones en log cardos del grupo IV ze explica por la
inoculacidén con el micoplasma patédgeno qus interactua =ar la

P. multocida en &l proceso neundnico debido probablemente a
la pérdida de los cilies o la formacién de acumulos ciliares
que impide la eficiencia de la remccidn pulmonar (Fig. 7 D).

En los animales del grupo testizo no se aisld ninsune de
los dos agentes infecciosos que fueron inoculados en log
grupos experimentales. En los pulmones del grupo inoculads
solamentz con P. multocida éste agente tampoco . se recuperd en

ningln - caso. En cambio, sl ze aislo M, hyvopneumoniaz Jd= las
lesiones neundnicas de los cerdoz que habian sido 1nooulados
sélo con  aste agente. Este hallazgoe concusrda con que P,
hyoprisumoniae gezneralmente se aisla de cazos acgtivos de
neumonias inducidas axperimentalmente (Goodwin, 1972 vy
Etheridge et al., .1979), debido a que persiste por largos

periodos en el pulmén  (Livingston at al., 1972;

Whittlestone, 1979 y Underdahl et al., 1980).

92



En tres de los cerdos inoculados con ambos agentes si se

aisldé F. multocida a los 13 dias después de su inoculacion

cuando termind el eaxperimento con el sacrificio de los
cerdos. Es dec¢ir, 1los animales cuyos pulmones hablan sido
infaectados previamante con M. hyopneunoniae fueron incapaces
de eliminar P, muitocida, & diferencia de los cerdos
ineculados solamente con B, multogida, aque si eliminaron a

ecte agente infeccioso. Para que P, multocida se establezca

en el pulmdn parece por lo tanto necasario dque ocurra un
avento inmunosupresor, provocado por la infeccidn pravia de

LN agante primario, entre los qu2 se incluye a M.

hycptieunoniae (Goodwin et al., 1967 y Hodges et al., 1959).
Este fentmeno de interaccibn sinérgica se ha observado
también con el virus vacunal del cdlera porcino, 4quae permite
la colonizacién e invasidn de las vias respiratorias por P
muliogida (Pijcan vy Ochoa, 1978b).

El grupo testigo tuvo un indice de crecimiento normal vy
la inocuwlacién con P, multocida tampoco afectd el crecimiento
ni la converzidn alinenticia de los lechones. Peor otra parte,
aungua  la inoculacidn con M. hyceneumonias no modificd la
gamancia diaria de peso. los cerdos de ezte qrupc Consumierorn
Azx mas  alimento que los del grupo  testigo. La  infeccisn
sacuencial con ambos agentes infecgiozos provocd que los
lechones consumieran S%4 mayor cantidad de alimento que los
cerdos del grupo testiqgo, aundue su ganancia diaria de peso
fud normal. Pointon et al. (1233) encontrd que la infeccidn
con M. hyopneumoniae scolo v en condiciones parecidas a las

que ogperan en lag granjas comerciales, se redujé la GDP en un
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16% ( en cerdos con un paeso entre 8 a 85 k9) mientras que 1la
CA fuéd en un 1474 ( en cerdos con un peso entre 10 yv 25 kg),
en este trabajo se confirman tales observacionas, sin
embargo, aungque la infec:idn cén M. hyopneumeniae sola (grupc
II), resultd en lesiones pulmonares y un consumo de 324 de

mas alimento, estos parametros fueron considerablemente mas

y P. multocida en cerdos convencionales, para simular las

condiciones de las explotaciones porcinas. Con este trabajo

Yy

cerdos. Ademas se demostrd que la infeccién pravia por M.
hyopheumoniae favorece la colonizacién y el dako pulmonar par
P. multocida tipo D, Aue no es patdgena per ga- Con el

modelo experimental que aqul se describe., se podran ahora

analizarsae los maecanismos de la patogenicidad de M.

hyopngumoniae que permiten la invasividad de P, multocida.
Se realizd un experimento para demostrar si 4]
hyepneumeoniae era capaz de inhibir a las células productoras
de la substancia bactericida, que se ‘encuentra en los
explantes traqueales de fetos porcinos, substancia descrita
pdr Pijoan y Ochoa (1978a) y por Iglesias et ;l. (1982) que
tiene la propiedad de dastruir "in vitro" a la P, -multocida.

En aste trabajo, se encontrdo que en lugar de disminuir las

unidades formadoras da colonias en relacidn al tiempo, P,
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multocida continue multiplicandose, esto puede deberse
posiblemente a que la substancia bactericida se trate de una
proteina inestable debido a aque las condiciones del
axparimento se sometid. Por otro lado, @&n los. estudios de
Iglesias et al. (1982) el tiempo maximo de exposicion de la
P. multocida con los explantes traquealez fué de una hora,
mientras que el tiempo minimo en este trabajo fué de 4 horac.
Al parecer la inestabilidad de la substancia bactericida vy
los tiempos prolongados de exposicién no  permitieron

esclarecer si esta importante barrera del pulmén pudo ser

afectada por el M. hyopneumoniae.
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6. CONCLUSIONES

Se analizé la interaccion de Mycoplasma hyophaumoniae v

cdnvencionales y se encontro:

1.~ ka inoculacién de la P. multocida por medio de aerésoles

no colonizd ni dako al pulmdn.

2.~ La inoculacién dal M, yopneumoniae por m.gio de

homogenaizados pulmonares si golonizd y daflo al pulmdn.

3.- La inoculacion del M. hyopnaumoniae v la P, multocida en

forma secuencial produjo una infeccion mas aravae.

4.- La inoculacion de M, hyopneumoniae parmitio la

colonizacién de P. multocida.

S.- La infeccidén con ﬁL hyopneumoniaa v P, multocida provocd

que los cerdos consumieran mas alimento.

6.~ El eatudio de los explantes traqueales no fue

concluyente.
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