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RESUMEN

- Las enfermedades respiratorias del cerdo harn mostrado
estar asociadas a uns gran variedad de agentss etiologicos,

aunque s8lc influenza porcina y Haemophilus influenzae han

mostrade una patogenicidad definida para el pulmdn.

En log dltimes afios, la atencidn se ha centrado en el eg
tudic de hipdtesis segfn las cuales ia interaccidn de uno o
més agentes etiSldgicos permita explicar la elevada incidencia
Yy perszistencia de este tipo de infecciones.

El virus de la enfermedad de Aujeszky ha sido poco estu-
diado en cuanto a su participacién como agente primario en las
neumonias del cerdo, a pesar de su marcado tropismo hacia el
sistema nervioso esniral y el aparato respiratorio.

EL objetivo del presente trabajo fue aportar evidencias
de 1ls participacidn de este virus en 1os procesocs heuménicos,
mediante un estudio en animales de rastro, asi como estable-
cer un modele experimental, en ratdn, para demostrar la inte

‘raccién del virug y Pasteureila multocida, considerads ests

como uno de los agentes secundarios més importantes en la neu
monias del cerdo.

En el estudio de rastiro se muestrearon 106 pulmones. 72
(67.93%) fueron de tipo neumdrico y 34 (32.07%) de tipo normal.

Bn 47 (67;28%), de log 72 pulmones neuménicos, se observo’
serologia positiva al virus de Aujeszky; mieniras gue exn los 34_
casos con pulmén normal, sélo 11 (32.35%) se acompsfiaron @e se
rologia positiva.

De los 72 pulmones neumdnicos hubo 37 (51.39%) de los que
se aisié algin tipo de Pasteurella, 18 (25%) de los Que'se ais

laron otras bacterias y 17 (23.61%) de los gque no se aisld nin



guna bacteria. De los 34 pulmones normales en 7 casos (20.59%)
se alslaron Pasteurellas, en 3 (8.82%) otras bacterias y en
24 (70.59%) no se logrd ningim tipo de aislamiento.

Tras el andlisis estadistico se comprobd una relacidn al
tamente significativa entre pulmdn neumdnico y serclogia posi
tiva a Aujesqky {p=0.0015); entre tipo de pulmdén frente a tipo
de aislamiento {p=0.0002) j entre serologla positiva al virus
de la enfermedad de Aujeszky frente a tipo de aislamiento
(p=0:0002).

Estos resultados apoyan la hipdtesiz de que el virus de
la enfermedad de Aujeszky puede estar involucrado como agente
primario en las neumonias del cerdo ya que, como hemos dicho,
ia serologia positiva estuvo fuertemente relacionada 2 pulmo=—
res neumdnicos y & la colonizacidn pﬁlmonar por Pastgurellaf

aungue también a otro tipo de agentes bacterianos.

De las Pasteurella aisladas 6 (13,64%) resultaron ser

Pasteurella haemolytica y las 38 reptantes (83.36%) Pasteure—

1la multccida. .

' e tipificacién capsular de P,multogida arrojé los siguien
teg resuliados: 7 (18.42%) fueron de tipo capsular A, 26 (68.42%)
tipc capsular D y las 5 restantes (lB.;S%j no se pudieron cla
sificar por las técnicas utilizadas.

El estudio para determinar las P.multocids tipo D produg
toras de necrotoxina mosird que 7 {(26,92%) de las 26 aisladas
fueron positivag a la prueba dermocutenes.

Estos resultados permiten un mejor conocimiento del tipo
capsular predominente,en los procesos neumdnicos de cerdo, en
la Repiblica Mexicana, aungue la proporcidn de los distintos
fipos capsulares no &g similar a otros estudios reportados en

la literatursa.
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_El estudio de patogenicidad para las Pasteurelld gisla~

das se realizd por inoculacidn intraperitoneal a ratones, con
suspensgiones de Pasteurells lavadas y ajustadas a una concen-—

tracidn de 0.65 D.O. En este estudio se inccularon 38 gru

pos de 4 ratones, diiigibuidos al azar,

El anfdlisis de varianza demostrd que el tiempo de muerte
dependid de la bacteria inoculada. No obteniendose ninguna re
lacidn enire tiempo de muerte y tipc capsular, asi como tampo

co para 1la produccidn de necrotoxina.

La curva de remocidn pulmonar en ratdn para una de las
P.multgeida tipo D, productora de necrotoxina, fue realizada
con 20 ratoneés distribuidos en cinco grupos, todos los grupos
creados al azar, e inoculados por asrosol (15 minutos) en uvna
cdmare de acrilico con 2 nebulizadores. Los animales inocula-
dos se sacrificaron a diferentes intervalos de tiempo (0, 6,
12, 24 y 48 horas), realizdndose el recuento de bacterias via
bles (UFC) de los pulmenes de 1os'animales sacrificados.

De los resultados obtenidos se observd un patrén de re-
mocidn distinto al publicadc para otras bacterias, tanto gram-
positivas como gram-negativas.

EX andlisis estadistico sélo demostrd diferencias pefsgg
.tentes sntre 0 y 6 horases

En este momento (6 horas) la remocidn fue mixima, obger-
vandose un marcadc enlentecimiento durante las horas siguien~
tes.

Cabe apuntar que el fallo cbservado én la remocién de es
ta bacteria no seria suficiente para explicar el desarrollo de
neumonfas en ratén, ya gue seis dias después de la inoculacidn

de la bacteria &sta no se Logrd aislar del pulména

Para tratar de dar algin tipo de explicacidn a lo ocurrido



en la curva de remocidén patrén, se estudid el efecto gel liqui
do sobrenadante filtrado de un cultive de P.multocidas $ipo D
necrotdxica. Este estudio se realizd con tres grupcs de 6 rato
nes, ordenados aleatoriamente.

12 horas antes de la inoculacidn de Pagteureila, un grupo
fue gerosolizado con PBS, otro coﬁ caldo BHI y el dltimo con
el sobrenadante filtrado de uwn cultive de la Pasteurella emple
ada en el experimento. Los tres grupos fueron ingeulados con
un aerosol de Pasteurella y se sacrificaron 3 de los 6 animales
a las O horas y los otros tres séis horas m&s tarde del aefo-
sol bacteriano,

Se observd gque los controles (PBS y BHI) preééntaron una
remocibn normal, mientras que el grupo tratado con sobrenadan—
te presentd una disminucidn en la eliminacidn de bacterias. Ei
“andlisis estadistico por ANOVA y Duncan demostrd diferencias.
entre C y & horas pafa los grupoé econtrol, no detecténdose di-
ferencias para el grupo tratade con sobrenadanie.

fstos resultados confirmaron la hipbtesis de que la bac—
teria produce alguna sustancia, a partir de las 6 horas, Pro-
.bablemente la necrotoxina, gue disminuye la velocidad de eli-
minacién de la bacteria del pulmén.

Por {ltimo se desarrolld un modelo experimental en ratén
para demostrar 1a'interécci6n entre ¢l virus de la enfermedad
de fujeszky ¥y P.multocidé, midiéndose remocidn pulmonar, cur—
va de mortalidad y estudio histopatollgico de lesionés.

Para el estudio de remocién puimonar de P.muitocida a &
ferentes tiempos posinfeccidn con el virus de la enfermedad
de Aujeszky se uwtilizaron 56 ratones agrupados en 7 lotes de

8 ratones cada uno.



48 ratones se inccularon en blogue con un aerosol del vi-
rus y 8 quedaron coﬁo grupo contrel, gin virus. P.rultocida se
inoculé en eerosol a los 0, 2, 3, 5, 7, 11 y 15 dfas posinfec
cidn viral. '

De los 8§ ratones de cada grupo, se sacrificaron 4 a las
0 horas y los otres 4 a ias 6 horas del aerosol de Pasteurella
multocida,., Realizdndose en todos los ratones el recuenfo de
bacterizs viables de 1oé homegenados pulmonares.

Los resultados obtenidos muestren una marcada disminucidn
de la eliminacidén bacterisna del pulmén, khacia el dfa 11 pos-
infeocién de Aujészky. Mostrando todos los grupos diferencis
estadistica entre el nlmerc de bacterias recupsradas a las O
¥ 6 horas, ewcepto para los dfas 11 y 15 en los que la remo-—
eidn pulmonar estuvo inhibida,

En el experimento de mortalidad con ratones inocculados
con el virus de Aujeszky y P.rultogida a distintes intervealos
de tiempo, sme utilizaron 6 grupos de 4 raitomes. Uno de los gru
pos se inoculd exclusivamente con virus, otro grupo sdlc con
P.rultccida, mientras gque los cuatro restantes se inocularon

~con aerosoles de la bacteria a los 2, 3, 7y 11 aias posinfec
cldn del virus, .

Resultando gque ningunc de los cuatro ratones incculados
dnicamente con el virus murid; el grups inocculade sdlo con
P.rultocida, presentd uns morialidad del 50% e igualmente ocu
rrid con los raitones del grupo dia 2. EI restc de grupos ino-
culados con la bacteria los dfas 3, 7 y 11 posinfeccifn del
virus, rurieron el 100% de los animales.

Aungue no se pudo realizar el tratamiento estadiszice ya



que ne todog Los ratones murieron durante el experimento, es—
te estudio sugiere uwna relacidén sindrgica entre los dos agen-
tes que es dependiente del intervalo de tiempe en gque fueron

. inoculados.

Por ultimo se realizd un estudio hitopatologico de los
rulmones de log ratones inoculados con el virus y la bacteria.

Este trabajo se subdividid en dog, por un 1ado se proces~
saron los 24 ratones utilizados para el estudic de tiempo de
muerte y de otro lado 24 ratones gue constituian el lots pa—
ra anatomia patoldgica, estos animales fueron distribuidos
8l azar en 6 grupos de 4 ratones, uno de 1o grupds se inccu-
18 solo con el virus y otro unicamente con la bacteria, los
cuatro grupos restantes se inocularén con un aeroscl de E. mul
focida a los 2,3,7,y 11 dias pos—infeccidn del virus. Sacrifi
candose 2 ratones a la hora 0 y los otros 2 a las B horas des -
pues del Ultimo aerosol.-

La razbén de estos dos experimentos se debe a que se inten
tan medir dos cosas distintas, en el primer éaso se dejaron
evolucionar las lesiones hasta la muerte de Jos animales, o
bien si sobrevivian eram a los 15 dias despues de la fltima
inoculacién., En el segundo caso los aﬁimales se sacrificaron
a las 0 y a las 48 horas despues del {ltimo aerosol,

Este estudio anatomo-patclégico d4id como resultado que
casi todos los ratones de los dos experimentos presentaron
edema.y migracifn de celulas leucocitarias hacia la pared al-
~veolar y los espacios mereos del pulmén, mientras que una me=
nor proporcidn de ratones presentaron ademds infiltrado peri--
vascular de céiulas leucocitarias asi como pleuritis exudativa
con prédominio de polimorfonucleares.

El andlisis estadistico de la puntuacibn de las lesiones
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arfojé los siguientes resultados: para el estudio de-los rato
nes de "tiempd de muerte,el ANOVA y la prueba de Duncan mos-
traron diferencias significativas del grado de lesidn entre
control de virus, D2 y control de Pasfeurella, D3, D7 y Dil.Ca
be geffalar agui que dos de los ratones del control de Pasteu-
Egiig;.y precisamente los gue no murieron, se perdié la mues-
tra, lo gue probdblementé habris supuesto una disminucidn del
grado de lesidn media del grupo, haciendo que se diferenciara
de los dfas 3, 7 y 1l. Para el estudio del grupo de "anatomia
patoldgica®™, el ANOVA sdlo mostrd diferencias significativas
con respecto al tipo de Zesidn, observddose que los grupos D3
¥y D11, presentaron un marcado degarrollo de pleuritis en com-

paracidn a 108 grupos control y del resto de dias.

Por todo el conjunto de resultados hasta aqui expuestos,
podemeos sugerir la importancia del wvirus de Aujeszky en el dg

sarroilo de procesos neumdnicos en el cerdo.



I OBJETIVOS

El objetivo global de esta investigaocidn fue &1 de estu-—
diar la interaccidn entre el virus de la enfermedad de Aﬁjesg :

ky v Pasteurella multocids en el desarrollo de procesos neumé

nicos en el cerdo.

Para lo anferior, se plantearon los siguientes objetivos
parciales: '

1.-Establecer una prueba inmuncldgica fiable para la qé—
teccién de anticuerpos contra el virus de Aujeszky.. ' '

2.-Poner de manifiesto la relacidn existente entre el vi
rus de Aujeszky y P.ouliocida en pulmones neumdénicos obtenidos
en rastre, como base para presentar evidencia en el campo de
la posible combinaoién dé egstos agentes en los ﬁroblemas res—
piratorios. ‘ '

J.=Investigar el tipo capsular de las Pagteurella aisla
dag en rasgtro, para conocer que tipos son lbs més frecuentes
en Méxicce y proponer un modelo experimental que permita dife-
renciar la virulencia de las bacterias gigladas.

4.-Establecer el patrdn de remocidén pulmonar. en ratdn, pa
ra Pasteurelia, a diferentes intervalos de tiempo,'con el‘tipo
capsular aislado mds frecuentemente, .

5.-Demostrar la interaccidn del virus de la enfermedad de
MAujeszky ¥ P.multocida en un modelo bioldgico-experimental, me
diante un estudio combinado de remocidn pulmonar, superviven-

cia y lesiones histopaiolbgicas.



IT REVISION DE LA LITERATURA

1. Pulmdn, mecanismos de defensa

ma de las funciones més importantes del pulmdn, ademés
d¢e su papel en el intercampio gaseeso y en el metabolismo, es
la de actuar como barrera bioldgica entre el organismoc y su me
dic ambiente., En condiciones normales, el aparato respiratorio
previene la entrada, remueve o neutralizea a una gran variedad
de agentes que pueden entrar en &1 durante la inspiracidn, Eg
tos mecanismoé previenen la presencia de microorganismos, ¥y
en condiciones normales el pulmbn se encuentra estéril (Kass
y cols., 1966; Newhouse y cols., 1976).

Actvalmente, se considera que muchas de las infecciones
respiratorias se originan por inalacifn de particulas que lle
van asociadas agentes infecciosos, estas particulas pueden ori’
girarse tanto en el medio ambiente como en el interiocr del apa
rato regplratorio durante la mecdnica ventilatoria {Thomson y
Gilka, 1974). h

Buspendidos en el aire pueden encontrarse una gran varie
dad de agentes como: toxinas, pelvos minerales, humos, parti~
culas infeccicsas..., que pueden penetrar en el interior de
los pulmones. La medida en que los mecanismos de defensa pul-
monares estén alterados, determina lapresentacidn de la enfer
medad (Green y cols., 1977). Asi como de la capacidad del mi-
croorganismo para disminuir swm eliminacidn por el aparato mu-
cgciliar, evitar o resgistir la fagocitosis, y si es fagocita-
do sobrevivir y multiplicarse a una velocidad mayor a la que
puede ser inaectivado y destruido (Mims, 1976).

De forma genérica, los mecanismos de defenssa 461 pulmén
pueden subdividirse en no especificos y sspecificos. Dentro ds

los no especificos podemos destacar el aparato mucociliar, los
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componestes del moco tragueobronguial y el sistema de célnlas
fagocitarias; y entre los especificos, las células productoras
de anticuerpos y el resto de las células involucradas en la in

minidad celular,

1.1. Sistemas de transporte de pariiculas

Histol{gicamente el epitelio tragecbronguial se describe
como un epitelio de tipo cilindrico, gque cambia progresivamen
te a cfibico a medida que avanza hacia los bronquios (Appendini,
1978) y estd constituido por céiulas ciliares, caliciformes ,
células de Clara y de secrecién mixta.

. Ias célulag ciliares estdn presentes desde la regidn ter
minal de los bronquios hasta la laringe, Tha vez la particula
ha impactado en el epitelio tragueobrongial, es atrapada por
el moco y, mediante el movimiento ciliar, es desplazada hacia
adelante,con un gradiente de menor & mayor veloeidad,desde los
bronquios terminales hagta ser deglutida e inactivada a nivel
de estémago (Asmundsson y Kilburn, 1970).

' La funcionalidad de los cilios es importante para la re=
rocidn eficiente de particulas y exudados mucosos,'yAgunque el
movimiente ciliar sélo eg efectivo en condiciones adecuadas de
PH, concentracién de iones y temperatura, se considera que &i
versos factores como: (rogas, gases, polucidn y mieroorganig-
mos pueden disminuir, o suprimir, la actividad e inclusive prp
ducir piocesos degenerativos, regenerativos y metapldsicos. Eg
to explicarfa el fallo en la remocibn y el que las vias aereas
pequefias se llenen de exudado (Gréen, 1970).

. La velocidad de remccidn de particulas por el aparato, mu
cociliar ha sido evaluada en perros, obteniendese un indice de

1,6 mu/min en bronquios terminales y 8.3 mm/min en grandes bron
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quios (Asmundsson y Kilburn, 1870). En ratones con bacterias
inceunladas por aerosol, y marcadas radiactivamente, se obtuve
un indice de remocidn del L0%/hora (Harris y cols., 1977). En
SlCr,

cercarde un 50% son elimiradas en horas, mientras que el resto

humenos, las partfculas de poliestireno marcadas con

ruede permanecer wn tiempo medio de 150 dfas, siendo fagocita

das por macrdfagos (Mims, 1976).

El moco traquebronquial se encuentra formado por secrecio
neg de las células caliciformes, de Clara y de secrecidn mix-—
ta. Ia digtribucidn y abundancia de estas células varia segin
la zona del pulmén y la especie animal (Goco y cols., 1963).
Esta sustancia presenta la caracteristics de poseer una eleva
da viscoelasticidad, y se considera como uno de los determinan
tes principales en la eficienqia'del aparato mucociliar. Las
caracteristiqas de esta sustancia dependen de la concentracidn
_de glicoproteinas, pH, cantidad de sales, presencia 0 gusencia
de proteinas séricas y ADN (King, 1980).

Lag funciones propuestas para el moco tragueebronguial
son: proteger & la mucosa de la desecacidn, proveer & 1log ci-
iios de un medio adecuado para la realizacidn de sus funcionesg
bioifgicas y evitar la multiplicacidn de micrcerganismos (Kil
burn, 1957; Veit y PFarrel, 1978).

Se han descrito diversas sustancias del moco traqueobron
guial con capacidad antimicrobianaf entre ellag: Ig A, lisozi
ma, lactoferrina, interferén, peroxidasa, beta-lisina..., ¥ en
explentes tragqueales de embridn de cerdo se ha abservado la sg
crecidn de una proteina con actividad bactericida (Pijoan ¥y

Ochoa, 1978g ;lglesias, 1981).

El epitelio de las vias asreas distales s¢ encuentra des

provisto de céluias ciliares, sin embargo estd recubisrto de
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wna sustancia surfactante producida por neumocitos tipo II, ¥
de composicidn lipoproteica (principalmente colesterol y di-
valmitoil lecitina), que impide el colapso de los alveolcs
durante la espiracidn por regulacidn de la tensidn superficial
(Stoner y cols., 1978). Existen diversas hipdtesis acerca de
que este fluido tenga un cierto movimiento hacia los bronquios
terminales (Green, 1973), ¥ no se ha demosirade gue esta sus—
tencia pusda tener accidn antimierobiana por si misma (Reynolds
y Thompson, lQT}a),aunque otros autores han sefizlado gu: puede
favorecer la fagocitosis (Ia Force y cols., 1972) y actuwar cg
mo guimiotdetico para macrdéfage alveolar (Schwartz y Christmen,
1979},

Ademds de estos mecanismes de transporte, también existe

en el pulmdn un sistema de drenaje linfohemdtico {Greern, 1970).

Los defectos én log mecanismos de transporte pueden ser
5 ! . ’ 7 s e
compensadog con reflejos, come la tos ¥y broncoconstriceion, que
gerian importantes contra sugsiancias inhaladsgs y para elimi-

nar particulas o secreciones del arbol bronguial (Green, 1970).

1.2, Sistema de macrdfagos alveolares, cflulas fagcciticas

Avncue el aparate mucociliar juega un papel importante en
la remocidén de partfculas, las porciones distales del pulmén
se encuentran desprovistas de epitelio ciliar. Se considera que’
estas regiones, en el pulmén normal, estén protegidas de diver
sos agentes particulados por el sistema de macréfagos alvecla
res, mientras que en.los procesos inflamatorios del pulmén se
encuentran monccitos, polimorfonucleares neutréfilos y ,posi-—
blemente, eosindfiles que proceden del torrente circulatorio

(Eass y cols., 1966).
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Diversos autores consideran que la capacidad de remocidn
de bacferias por el pulmdn ez dependiente de la muerte por fa
gocitosis, y la eficiencia de este sistema ha sido explicada
fundamentalmente en base z la presencia del macrdfago alveolar
(Rylander, 1966; Green, 1970; Goldstein y cols., 1974).

El macrdfago alveolar, asi como otras células fagociticas,
procede de la médula osea; la clula precurscra del macrbfago
gilveolar es una célula intersticial, derivada a su vez de mong
citos circulantes (Hocking y Golde, 1979). Estas células pre-
sentan receptores especificos de membrana para la porcidn Fe
de ias inmunoglobulinas G y M, asi como para el fragmento "b"

del tercer componente del compiemento (Reynolds y cols., 1975),

‘Las células fagociticas méviles encuentran los agentes ex
trafios o blanco por guimiotaxis, gue consiste en un procesc
por el cual el fagocito se mueve hacla lsg zona de mixima con-
centracién de sustancia, segregada en la proximidad del orga-—
ﬂismo invasor (Babior, 1978). La respuesta de: macrdfago alveg
lar a sustancias gquimiotdcticas es selectiva, y no estd bien
determinado cuales favorecen la migracidn de estas células; a
su vez, parece gue el maoréfago alveolar e&s capaz de producir
wma sustancia quimiotdetica para neutrbfilos (Huminghake y
cols., 1978; Dauber ¥y Danielle, 1978). La migracidn de los po
limorfonucleares, por el contrario, es estimulada por una va-
riedad de sustancias gquimiotdeticas como: C3a, C%a, C5b,6,7 ,
preductos del crecimiento bacteriano, moléculas de 1a via al-
terna del complemento, secreciones celulares, linfocinas...

- (Hunninghake y cols., 1978).

La presencis de neutrbfilos en el pulmén ha sido observa

da después de la inoculacidn experimental de algunas bacterias'

(Pierce v cols., 1977); estas células pueden emigrar al alveo
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lo a través de las uniones entre neumocitos tiﬁo Iy tipo IE
(Damiano y cols., 1980). E1L  flujo de células al pulmdn es
variable y parece egtar relacionado con el tipo de microorga~
nismo invasor y la dosis, asl Toews y cols.{1978) observaron

gue la inoculacidn por aerosol de Staphylococcus aureus se co

rrelaciond con un aumento de 5 veces la poblacidn de macréfa—

gos alveolares; la asrcsolizacidn de Pseudomons aeruginosa pro

dujo un aumento solamenie en la poblacidn de neutrdfilos, del
orden de 500-1600 veces segin la dosis del indculoj finalmente

la incoculacidn de Kiebsiells pneumonise aumerntd en dos veces

ia poblacidn de macréfagos alveolares, mientras gue los neutré

filos se incrementaron varios cientos de veces.

El reconocimiento y adherencia de las células thgicas a
microorganismos es dependiente de la opsonizacidn por factores
del suero, procedentes de la activacién del complemento, tanto
por la via clésica como alterna, y de inmunoglobulinas especi
ficas (Hocking y'Golde, 1979). Por otro lado, la adherencia
tambidn parece evidente en ausencia de los factores del sueroc
v ge ha sugsrido que depende de las caractériéticas de la su-
perficie de la bacteria, asi como de las caracteristicas del
potencial de membrana de la célula fagocitica (Mims, 1976)};
para algunos autores la presencia de glicoproteinas de super-—
ficie en el macrdfago,.y su cabacidad para formar enlaces con
‘1os carbohidratos_de la pared celular del microorganismo ¢ con
glicoproteinas virales, podria tener importancia para este prgﬂ
pésito {(Weir y Ogmunsddttir, 1977); para otros,en el pulmén,
1a adhersncia y fagocitosis podrfa verse favorecida al recu-
brirse el microorganismo con la sustancia -surfactante gque re-
dubre a los alveolos (La Force y cols., 1972). La fagocitosis

de ciertas bacterias s8lo se produce en presencia de anticuer
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pos (Wilkinson y cols., 1979).

En general se considera gue la adherencia estimula la fa
gocitosis (Weissman y cols., 1978). La fagocitosis se efectua
por activacidn de una proteina fijadora de actina, gue se en-
cuentra en la membrana celular, que conduce a la polimeriza-
cibn de 1a actina, ¥ en presencia ds un cofactor, la miggina
produce la contraccién necesaria para la formacién de seuddpo
do y engolfamiento de la particula (Hocking y Golde, 1979).

Uha vez fagocitada y secuestrada la particula en el in-~
terior de una vacuola, formada por la membrana plasmbtica, la
muerte microbiana intraceluiar se produce por la degranulacifn
¥ por la "explosidn respiratoria”. La degranulacibén consiste
en la fusidn del fagosoma y los grénulos presentes en el ciig
plasma. del fagocito; estos grinulos contienen enzimas lisoso-
males como: hidrolasas, lipasas, fosfatasa 4dcida, catepsina,
ribonucleasa, desoxirribonucleasa, lisozima, beta-glucuronidsg
S&se.y ¥y @ diferencia de los neutrsfilos los macrdfagos no
tienen proteinas catibnicas. Adem&s, la fagocitosis estimula
¢l metabolismo oxidativo produciendo 1o gue se ha denominadé
"explosién respiratoria”, que consiste en la produccidn de ra
dicales gquimicos derivados del oxigenc, altamente reactivos
¥ con cgpacidad microbicida, entre ellos: el ion superdxido,
perdxido de hidrdgeno, radicales oxidrilos, oxfgeno molscular
~distinto al atmosférico— (Babior, 1978; Hocking y Golde,1979}.
La "explosidn respiratoria™ ha sido estudiada detalladamente
en‘monocitos ¥y polimocrfonucleares, aunque tambien se ha demos
trado en macrifagos alveclares, pero en estas células pregen-
ta eiertas diferencias en euanto a iue el oxigeno molecular no
ha sido detectado, no poseer actividad de mieloperoxidasa y tam

bién existen diferencias en enzimas relacionades con la produg .
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cidn de estos radicales (Conkling y cols., 1982).

Por ¢ltimo, el macrdfago alveolar y otras células fdgicas
del pulmdn pueden ser expulsadas por el aparato mucociliar, es
to ha sido observado en perros y gatos en los gue al menos 107
macréfagos alvelares son expulsados al dfa hacia la laringe,
esto sugiere un posible mecanismo de eliminacidn de materiales

no destructibles por el macrdfago (Mims, 1976).

1.2.1, Efecto de 1z infeccidn viral sobre la funciém del. macrd-

fago alveolar

La funcidn del macrdfago alveolar puede ser alterada por
diversos factores como irradiacicon, infecciones, drogas inmuno
supresoras y citotdxicas, acidosis metabdlica, stanol, cortisg
na, hipoxia, desnutricién, frfo, humo de tabaéo... (Kass y cols.,
1966; Green, 1970; Pénnington, 1977; Thomas y cols., 1978; Hog,
king y Golde, 1979)5 '

Es bien conccido el hecho clinico de gue la infeceifn vi -

ral del pulmén, y en particular Influenza en humanos, se compli

can frecuentemente con infecciones bacterianas (Degre, 1971).
Este fendmeno ha sido asociado é la alieracidn, inducida por
el virus, del mecanismo mucociliarg aunqﬁe varios estudios han
mostrado que la sensibilidad,posinfeccién viral, a las infec-—
ciones bacterianas puede estar tambien relacionada a la alte-—
facién de la actividad bactericida del macréfago alveolar
(Jakab y Green, 1976a; Warshauer y cols., 1977; Pijoan y cols.,
1980; goldstein y eols., 1974).

En la infeccidn de ratones con virus influenza,Warshéuer
¥ cols (1977) observan,con macrdfagos alveolares "in vitro",
uwn retardo del Indice de ingestién e inactivacién de Staphilo-

coccus epidsrmidis a los 5 dfas posinoculacidn viral; estos
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autores detectan, inclusive, por métodos histoldgicos la multi

plicacién ™in vivo" de la bacteria en el interior del macréfa
- &o.

Jakab y Green (1976a) infectaron ratones con dosis sublg
tales de virus Sendai y, 7 dfas mds tarde, con un aerosol de
Staph.aureus. Por histologfa del pulmén observaron grupos de
bacterias en el interior del macrifago alveolar, y concluye-
ron gue no se produjo alteracidn en el fndice de fagocitosis
pero si estuvieron alterados los mecanismos bachericidas in-
tracelulares,

Pijoan y cols. (1980), en un experimento en el queé inocu
lan virus vacunal de Colera porcinc, a cerdos, observan "in
vitro" una marcada disminucidn de la capacidad bactericida ha
cia el dfa 11 posvacunacifn, -

Otros experimentcos "in vitro™ han demostrade que como con ' -
secuencia de la infeccidn viral se produce supresidn de la fa
gocitosis mediada por receptores Fe, inhibicién de la forma-
eidn del fagolisosoma, inhibicidn de la muerte bacteriana in-
tracelular y de la degradacidn bacteriana; asi como tambien se
han detectado bajos niveles de enzimas lisoscomales en el ma-
eréfago alveolar (Jakab, 1981 ).

Otros autores han demostrado que los macrbfagos alveolares
procedentes de ratones infectados con virus Influenza, no preg
sentan "in viiro" disminucidn en la capacidad de ingerir e
inactiver Staph.aureus (Nugent y Pesanti, 1982b). Estos auto-
res concluyen que la alteracidn de la remocidn puimonar, debi
do a la infeceibn viral, no.puede ser explicada exclusivamente
por la disminucidn de la capacidad fagocitica y de inactiva-

¢ibn del macrbfago -‘alveolar.
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1.2.2. Pactores bacterianocs que disminuyen la funcidn del ma-
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crifage alveolar

En general se considera que muachos microorganismos pueden
interferir con la actividad antimicrobiana de los fagocitos
o,en otros casos,escapar a la atenciln de estas células. Las
bacterias, honges y protbzoos presentan actividad metabdlica
en el medio extracelular y producen ciertas sustancias solubles,
algunas de las cuales pueden ser_téxicas para las células fago,
chticas,

Ilas células y sobrenadantes de cultivos de Haemophilus

pleurcpneumoniae son citotdxicos "in vitro" pars macr&fagos

alveolares de cerdo. La toxicidad del sobrenadante ¥y su resis
.tencia al calor lo hace similar a la endotoxina de lLas bac-—

terias gramnegativas (Bendixen y cols., 1981).

Tambien se ha observado que Pasteurella haemolytica es ca
paz de producir una toxina sensible sl calor y citotbxica "in
vitro" para macréfagos alveolares y neutrbfilos bovinos (Mark
ham y Wilkie, 1980). Y se ha cbservado que_esﬁa toxina no pre
‘senta citotoxicidad para monocitos sanguineos de cerde, caba
1lo o humano (Kaehler y cols., 1980).

Las proteasas purificadas de Pseudomona aeruginosa produ

jeron en macréfago alveolar, "in vitro", aglutinacidn y marca
da vacuolizacidn; por lo que Leake y cols. (1978) concluyeron
gue las proteasas pueden inducir cambios a nivel de membrana

celular; auaque no estudiaron su efecto sobre la fagocitosis.

La estreptolisina de Streptococcus spp se congidera que

pugde digolver la vacuola fagocitica del macrifago, producien
dose la liberacidén de los enzimas ligosomales y la muerte de
la c¢élula (Mims, 1976),

La endotoxina de Salmonella typhimurium produce una mar-
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cada disminucidn de la actividad fagocitica "in vivo" durante
las 12 primeras horas de la incculacidn a altas dosis en ratas,

aunque luego aumentd considerablemente (Gospos y cols., 1977).

Diversos crganismcs poseen propiedades de superficie que
impiden la adsorcién y fagoeitosis por células. Esta resisten.
cia ha sido.aSOciada a componentes de la pared celular y de la
capsula, .

Staph.aureus es fagocitade con dificuliad por nsutrdfilos
"in vitro", y &n ausencia de anticuerpos especificos. Ademds
la activacidn del complemento no produce una opsonizacidn eti
cientg; &sto se ha explicado por ocultamiento de la peptidogli
cané dentro de la capsula {Wilkinson y cols., 1979). Ia pre-~
senclae de proteina A en la pared de esta bacteria, ha sido re
lacionada con .la disminucién de la fagocitosis; aunque se ha
observado que la presencia,o ausencia,de proteina & no tiene
efecto en la ingestidn e inactivacidn de la bacteria, asi co-
mo la Iz & unida a la proteina tampoco afectd la capacidad
bactericida del macrdfago alveolar de ratdn (Hsieh y cols.,

"1978).

En un estudio comparativo realizado con neutrdfilos de Lo

vino M"in vitro", sobre la fagocitosis de tres tipos capsulares

de Pastsurells multocida: una tipo A, una tipe B y una cepa no

capsulada, Lag tres variedades fueron incompletamente fagoci-
tadas,. en presencia de factorses del complemento. la variedad
nc capsulada fue totalmente fagocitada en presencia de facto-
res termoestables del suero normal, el %ipo capsular B sélo
fue fagocitada en presencia de factores del suero hiperinmune
¥ el tipo capsular &, tanto en presencia de suero normal como
hiperinmune, no fue fagocitada (Maheswaran y Thies, 1979}. Es

tos autores atribuyen la resistencia,a la fagocitosis, del ti



po capsular A a la presencia de dc¢ido hialurdnico en la cépsg
la. Los mecanismos por los cualés la cédpsula inhibe la fagoci
tosis no han sido aclarados.

Experimentos realizados con neutrdfileos de cuye y diver-

sas cepas mutantes de S.iyphimurium, sugirieron una estrecha

relacibn entre las caracteristicas de superficie de la bacte-~
ria,hidrofobicidad y carga, con resistencia a la fagocitosis.
Log autores concluyeron gue muchas de estas propiedades ssta
ban proporcionadss por el lipopolisacarido de la bacteria

(Megnuson y ¢ols., 1979). En Bgcherichia coli esta registencia

parece estar relacionada con las caracteristicas del lipopoli

saclrido ¥ los antigenos Ky 0 (Stendahl y cole., 1979).

Se han descrito otros mecanismos que pueden disminuir la
_funcién de las células fagoc{ticas comc la ausencia en las
vesiculas fagociticas de enzimas lisosomales, explicado por
la inhibicidn de la formacifn del fagolisosoma. Otros microor
ganismos presentan resistencia s la inactivacidn y digestidn
en el interior del fagolisosoma (Mims, 1976),.

' la resistercia a la digestidn y degradacidn,como método
para saturar la capacidad fagocitica del macréfago se¢ ha ob-

servado en JStreptococcus spp del tipe A. Estas bacterias son

rapidamente inactivadas despues de la fagocitosis, sin embargo
el mucopeptido de la pafed celular no es degradado; experimen
tos con macréfagos han demostrado gue la pared celular de es~
ta bacteria inhibe la fagocitosis de particulas de latex, ¥y

no disminuyé la viabilidad de ilos macréfagos (Smialowicz ¥y Sch

wab, 1978}.
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1.3. Aspectog de la defensa inmune pulmonar

La defensa inmune del tractc respiratorio depende en gran
manera de la Ig A secretada localmente, y los niveles de ésia
se correlacionan con la recuperacidn de enférmedades, ggpecial
mente virales, En las secreciones la Ig A se encuentra en for
ma dimérica, unidos por dos proteinas denominadas "pieza se-
cretoria" y cadena J. Parece ser gque el dfmero es formado lo-
calmente en el pulmén, ya que las c¢dlulas productoras de Ig A
Se encuentran en el tejide linfoide adyacente a los bronguios
o en la submucosa bronquial (Mason ¥ ¢olS., 1977).

Green (1970) considera gque en el pulmén normal de hLumano
se encuentran predominantemente Ig A e Ig E, mientras que Ig &
& Ig M sparecen,en mayor cantidad, en ol puimdén inflamado. En
bovino la inmunoglebulina predominante en el tracto respirate
rio superior e inferior es la Ig A secretoria, mientras que lia
Ig G se encuentra en menor proporcidn, siendo la Ig G=1 predg
minante (Welker y cols., 1980).

La inmunizacidn parenteral con Pgeudomons aeruginosa pro

dujo en conejos la presencia de anticuerpos del tipo Ig G en
la secrecidén naszl, el nivel de Ig G estuve relacionado con el
nivel de éste en suerc, ILa inmunizacidn intranasal produjo an-
ticuerpos del tipo Ig A e Iz G, la Ig A en esgtag secrecilones
se encontrd a niveles muy superiores al sueroc, 10 que indica
la produccién local de esta inmunoglobulina (Reynolds y Thom-
bson, 1973a).

Ia inoculacidn del virus Sendai en el Tracto respiratorio
murine provoca la produccién de Ig A secretoria e Ig G a nivel
local, y bajo alsunas condiciones ligeras cantidades de Ig M.
El anticuerpc detectado mis tempranamente fue Ig G, seguido dg

Ig ¥ y posteriormente de Ig A; la aparicidn retardada de la Iz A
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ha gido asociada a una deficiencia temporal de las células que

producen el componente secretorio. Como los niveles de Ig A,

Iz G ¢ Ig M fueron superiores & los observados en el Buero, se -
sugiere la produccidn local después de 1la inoculacidn nasal de
el virus (Charlton y Blandford, 1977).

En lavados traqueobronguiales de pulmén bovinb, en condi
cipnes normales, se han obténido Iinfocitos B y T, los marcadg
res de. puperficie para los linfocitos B fueron tipo Ig A y.en '
menor cantitad,ig G e Ig M (Mason y cols., 1977). .

La inoculacidn con virus Influenza en ratén produjo un
aumento de la poblacidn de linfocitos,con marcador superficial
de tipo Ig A e Ig M, a los tres dias posinfeccién; mientras
que las células que.presentan Ig G en su superficie aparecen
dfas mds tarde. Las células con receptor tipo Ig A aparecen en .
mayor concentracifn a lo largo de la submucosa bronguial y las
células con marcador tipo Iz G aparecén en mayor concentracidn
dentro de las lesiones consclidades del pulmén {Owens y Qols.,
1981). '

La Ig 4 presenta menor actividad que la Ig G en cusnio a
opsonizacidn para macrdfages alveolares, y es incapaz de acti
var el complemento. La Ig A se considera que puedse impgdir la
adherencia de bacterias a membranas mucosés e impedir la multl
plicacibén de éstas, y se ha suéerido un cierto papel bacteri-
cida de esta inmunoglobulina asociada a8 lisczima{Reynolds ¥y
Thompsori, 1973b; Weldman y Ganguly, l974; Hocking y Golde, 1979}.

El'mecahismo propuesto para explicar la actividad de la
Iz A,en cuanto a impedir la adheréncia de las bacterias,es la
reduccidn de la carga negativa y provocar un efecto hidrofili
co sobre la bacteria; ésto origina una disminucibn de la fagg

citosisg,por el efecto antiadherente e hidrofilico, ¥ al mismo
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tiempo puede ser de importancia para excluir el antigeno bac-

teriano de superficies mucosas {Msgnusson ¥y cols., 1979).

Es conveniente merncionar algunos aspectos relacionados con
la activaridn del complemento en el pulmbn, aunque algunos. su
tores consideran que el complementc no se encuentra en el en
cantidades detectables (Reynolds y Thompson, 1973b).

Er un experimento con ratones descomplementades,Gross y

cols.(1978) vieron que la remocidn de Streptococous pmeumoniae

¥ Pseudomona aeruginosa fue més lenta que en ratones normales,

Pero no estuvo afectada para Klebsiella pnevmoniae ni 3taphilo-

coccous Bursus. Tambien observaron que los animales descomple-—

mentados y con deficiencia de C5,presentan mayor sensibilidad

a la infeccidn con Streptococcus- pneumoniae,sugiriendo un pa=~

pel importante a C3 (hemoz de tener em cuenta que el veneno

de cobra, usado para deécomplemenﬁar, elimina el C3 del suero
de lLos animales), Rehm y Coonrod (1982), con ratas descomple-—
mentadas, observaron que la remocidn de neumococos a interva-
los inferiores a 4 horas no estuvo afectada, 1o que sugiere
que los macrdfagos pueden fagocitar = velocidad normal sin pre
sencia de complementd. _

El complemento tambien ha sido relacionade con la produc
cifn de lesiones en pulmén mediadas por mecanismos inmunopato
1égicos. _

Ia aparicidén dé anticuerpos en el pulmdn hacia ei dfa 3
posinfeccidn con virus Sendai, ssociado a severas lesiones ti
sulares, ha sugerido que la Ig G e Ig M pueden participar en
fenbmenos de hipersensibilidad tipo II (Charlton v Blandford,
1977). .

El. complemento puede ser activado por la presencia de com

plejos antigeno-anticuerpo. Kaplan y cols. (1980) inoculan al



24

blmina sérica bovina intrapleuralmente & conejos previamente
inmunizados, esto produjo wma inflamecidn severa en el pulmndn.

la activacidn del complemento por cualguier via provoca
la liberacidn de polipeptidos activos,como C3a y C5a, gue po-
seen actividad quimiotdctica y de anafilotoxina. Tanto el C3a
como el C5a inoculados localmente en él_pulmén pueden produ-
cir una reaccidn inflamatoria aguda (Lersen y cols., 1980;

Stimler y cols., 1980).

1,3.1., Immunidad celular

En general se acepta que la inmunidad humoralres respon-—
sable de prevenir la reinfeccidn, mientras gque la inmunidad
celular mediada por linfocitos T o anticuerpos y células que
boseen receptor para Fc son impqrtantes en la recuperaciln de
1z primoinfeccidn.

Fl %tejido linfoide exisiente alrededor de las vias aereas,
como se comentd anteriormernte; es capaz de responder a la ad~
ministracidn loeal de anticuerpos y de lavado tragueobronquial
'pueden obtenerse poblaciones celulares de macféfagos alveolares,
linfocitos T y B, Tambien se ha demostrado que el macréfago al
'veolar eg capaz de interaccionar con linfocitos, esto sugiere
gue posee receptores para linﬁocitos ¥ puede presentar el an-
tigerno a &stos (Iussier y cols., 1978).

Bl linfocito T sensibilizado por el antigeno es capaz de
producir y excretar al medio una variedad de mediadores solu-—
bles de la respuesta inmune —linfocinés— {(Rocklin y cols.,1980)s
Unos de log factores més estudiados es el factor inhibidor de
la migracién (MIF), este factor probablemente es idénticb.al
factor activador de macréfagos (MAF); Johnson y cols. (1975)

en un experimento vealizado en conejos,observaron que los ma-—
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créfagos alveclares obteridcs de animales aerosolizados con

Listeria monocitogenes o con Jtrepbiococeus pneumoniae, presen

taron actividad aumentada para ingerir tanio el microorganis-
mo original como otros agentes no relacionados. Los sobrena~—
dantes de linfocitos estimulados con el antigeno presentaron
actividad de MIF y MAF, estos dos factores no pudieron diferen
ciarse por métodos bioguimicos y la activacidn del macréfago
alveclar fue igualmente efectiva para microorganismos intra y
extracelulares,

Se considera a su vez que el macrdfago alveolar activado
puede segregar sustancias como interferon, factores quimiotac
ticog para neutrdfilos, factores reguladores de la respuesia
inmune para linfocitos, factor estimulador de la produccidn de
polimorfonucleares y monocitos en médula oses (Ansfield y cois.;
1979; Hocking y Golde, 1979).

La activacibn del macrdfago alveoldr tambien puede prody
cirse por'mécanismos no inmunes como la inoculacidn de endoto

xina, BCG, zimosan...(Zwilling y Campolito, 1977).

Diversas cflulas en el pulmdn pueden presentar citotoxiei
dad para células infectadas por virus, células tomorales o cé
lulas con microcrganismos intracelulares; pero la importancia
de cada tipo celular parece variar entre las distintas espe-
cies animales,

El macréfago alveolar es capasz de presentar citotoxicidad
medigda por anticuerpos y por anticuerpos més complemento. En
vacuno se ha demostrado que el macréfago alveclar, "in vitro®,.
¥ en ausencia de Tactores séricos puede presentar citotoxici-
dad para células infectadas con virus PI-3 (Probert y cols.,
1977).

Los linfocites T pueden presentar citotoxicidad para cé-
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lulas de ratdn infectadas con virus Influenza (Wells y colses
1979)«

En vacuno 1los polimorfonucleares han dsmostrado ser mis
eficientes en la respuesta de citotoxicidad depéndiente de an
ticuerpos y anticuerpos més complemento (Grewal y cols.y 1980).

' En humenoc los linfocitos K se consideran las clulas més
activas en la respuesta citotdxica (Shore y cols., 1976).

Linfocitos, neutrdfilos o macréfagos de cerdos no sensi-
bilizados al antigeno,presentan citotoxicidad mediada pur an-—
ticuerpos para células hbmélogas infectadas cbn virus ae la en

ferﬁe@ad‘de Aujeszky (Baskerville, 1982).
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2, Inhalacibn de particulas

2,1. Aeroscles

Muchas de las infeceiones respiratorias se préducen Lor
micfoorganismos.que son inhalados, a su vez la diseminacidn de
estas infecciones depende de la producdién de particulas con-
teniendo microorganismos (Mims, 1976).

La suspensidn de particulas en el aire hen sido denoming
das "aerosgoles" y estos se definen como un sistema de particg
‘las coloidales, i1fquidas o sélidas, suficientemente pegueiias
como para tener una disminucién lenta de su velocidad ¥y <apa-—
ces de permanecer estables en el aire por periodos de tiempo
relativamente largos (Thomson y Gilka, 1974). Un aerosol puede
ser creado por condensacidn de vapor de agua o por ung disper
sifn de material en particulas (Thomson y Gilka, 1974). Tam-
bien se generan aerosoles a través del reflejo de la tos y del
estornudo, mediante la tos pueden ser expelidos a la atmésfera
néds de un mi116n de gotas de un tamafio entre las una y quince
micras (Gerone y cols., 1966).

La velocidad del aire en el tracto'respiratorio supericr
eg suficientemente elevadsa para formar aerosoles gue puedeh
ser ingpirados o espirades durante la respiracidn normal, al
mencs en los animales donde la longitud del aparato respiratg
rio éuperior es considerable (Gfey ¥ Thomson, 1971). Bn este
trabajo, el 48% de 1as_particu1as que se generan en la cavidad
nasal,y recuperadas con cénula traqueal,presentan un tamafio de
1-5 J. ' .

Tas particulas generadas por el tracto respiratorio dis-~
minuyen rédpidamente de tamafio, a causa de ila evaporacidn, has

ta quedar reducidas a lc que se ha denominado "nucleos de gotal,
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que pueden temer de 0.5 a 5 pm de didmetro; este tamafic ‘pez‘m}_‘
te gue puedan permanecer en ¢l aire durante varias horas antes
de ser depogitadas en el suelo por 1z fuerza gravitacional {(Dunm
nill, 1979). '
Experimentalmente pueden crearse aerosoles de distinios
tipos, ¥y se han clasificado como:imoncdispersos,aguellos en los
gue la mayoria de particulas tienen el mismo tamafio, y polidis

persos aquellos gue nc son homogeneos (Mercer, 1973)

2.2, Distribucifn y mecanismos de depdsito de las particulas

inhsladas

El lugar de deposicién depende de las propiedades fisicas
de la partficula, asi como de 1a ﬁrofundiﬂad y frecuencia de la
respiracifn.

Se ha observado,con respecto al tamafio, -que las particu-
las mayores a 10 pm de difmetro son retenidas en el aparato
respiratoric supericr, esto se ha explicado en base a log can
bios bruscos de direccidn y turbulencis del flujo de aire en
'loé cornetes, laringe y bifurcacidn bronquial, Las particulaé
entre 10 ¥y 2 ym se depositan en bronquios y bronquiolés, las
rarticulas comprendidas entre .2 y 0.5 o pueden alcanzar el
alveolo y las particulas menores de 0.5 Pm tienden a ser retg
nidas en lugares préximos a bronquics terminales o bien salir
espiradas (Hatch, 1961).

_ Con respecto a la mecénica respiratoria, la velocidad del
aire va disminuyendo paulaitinamente a lo largo.de'las vias ag
reas,hasta ser practicamente nula a nivel del alveolo; ¥ sélo

un 10% del volumen Tidal —volumen inspirado~ es recsmbizdo con el
volumen residual del pulmén y se éonsidera que la zona de reem—.
plazo envuelve minimamente a la zona alveolar (Dunnill, 1979),

aunque esio depende de la profundidad y frecuencisg respiratoria;
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asi como de la especie animal, peso corporal, factores ambien
tales... {Phillis, 1976). '

Los mecanismos propuestcs para explicar el depdsite de paxr
tficulas en el aparato respiratorio son: impacto Inercial, sedi
mentacién y movimiento Browniano. Lz importancia de estos meca
nismos depende de el tamafio, forma, densidad, solubilidad, es
tructura de la superficie y tensidn superficial, as? como de
la wvelocidad del flujo aereo y de las caracteristioas aerodi--
nfmicas de las vias respiratorias (Dumnill, 197%).

El impacto ccurre primariamente en la nariz y vias respi
ratorias superiores, por este mecanismo se depositan el mayor
niimero de partfculas y se considera como la fuerza a la que esS
sometida una particuls,cuando la corriente de asire en que estd
suspendida es bruscamente desviada, como ocurre en cornetes
nasales y bifurcaciones de bronguios. la sedimentacidn se pro
duce a consecuencia de que en el alveolo el flujo de aire dis
minuye a cero, y las parficulas gson depositadas por fuerzas
gravitacionales (Newhouse y cols., 1976},

El movimients Browniano, o deposicidn por difusifn, afegc
ta a particulas menores de 0.1 por. Mediante este tipoc de movi
miento las particulas son vombardeadas por moldculas de gas y
pueden chocar con la mucosa respiratoria, este mecanlismo se
congsidera falto de importancia en el depdsito de particulas
(Dunnill, 1979).
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3. Remocién bacteriana

3.1, Aerosoles de bacterias

La posibilidad de diseminacidn de una infeccidn bacteria
na aerdgena, estd relacionada con la viabilidad de la bacte-
ria en el aeroscl, ¥ se ha obgservado gue disminuye ripidamen—
te con el tiempo. La disminucidn de la viabilidad depende de
la fase de crecimiento en que se encuentrée la bacteria, las cz
racterfsticas del aire en que esid suspendida, temperatura, hu
medad relativa y especie bacterians de.la gque sé traée {Good-
low, 1961).

- Experimentos con Pasteurells haemolytics mosiraron que

la viabilidad de la bacteria sdlo se afectd levemente despues
de la aerosolizacidn, y los porcentajes de recuperscidn baotle
riana mds bajos se obtuvieron con cambios de alta a baja tempe
ratura durante la aerosolizacidn (Jeriche ¥y cols., 1977).
Hateh y Dimmick (1966) observan que la rehidratacién,efeg
tuada con cambios de humedad relativa, puedé aumentar la muer

te de Serratia maregcens y Pasteurella pestis en aerosoles;

ademfs el comportamiento de las bacterias estuve relacionado

con la historia del cultivo antes de la aerosolizacidn,

Zentner (1966) con Serratia marescens observa que la sen
sibilidad de éstas. se incrementa con la deshidrataciln.,

Benbought (1967),trabajando con Bascherichis coli en aero

sol, observa dos mecanismos que pueden producir ia muerse de
ésta; uno por baje humedad relativa, atribuido a la aceidén del
oxigeno y sus radicales libres sobre enzimas asociados a fla—
vinags, y el otro occurre por altas humedades relativas, habien
dose explicade por el'efecto de la aerosolizacién sobre la sin

tegis de RNA.
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Los aercosoles de bacterias han sido ampliamente utilizados
en experimentos de deposicidn de bacterias en el tracto resﬁi
ratorio, estudios de remocidn bacteriana y-de.transmisién de
enfermedades via aerégena,-inducoién experimental de neumonia,
estudios de la reaccidn inflamatoria, respuesta inmune.,. (Lil
lie y Thomson, 1972; Lopez y cols., 1976; Pierce y cols., 1977;
Jericho y Langford, 1978).

352. Aparstos productores de aerosoles

Los aparatos para producir asrosoles han sido estudiados
por distintos autores, El modelo bdsico a partir del cual se
desarrollaron log actuales es el de Iaurenzi y cols. (1964),
que consta de una cdmara cilindrica de acrilico. En este sis-~
tema el aire generado por una compresora pasaba hacla un neby
iizgador Devilbis que contenia el indculo bacteriano.

Diversas adaptaciones se han realizadoe para aerogolizar
a grandes especies, asi como para controlar las condiciones de
aerosoliéacién: humedad y temperatura del airs, velocidad dq
flujo, presgibn del aire..., y aparatos para recuperar las bac
terias aerosolizadas (Beard y Eagterday, 1965; Lillie y Thomson,
1972).

Recientemente, se han utilizado nebulizadores ultrasdéni-
cos que permiten controlar el tamafic de la particulas y obtener

una mayor densidad del aercsol (Saunders y Sebunya, 1983).

3.3. Modelos experimentales de remocidn bacteriana

Ia determinacidn de la remocidn’ bacterians del pulmén es
un métode "inm vivo” que se utiliza para medir la velocidad a
la cual, las bacterias inhaladas, desaparecen del tracto res-

pirdtoric.
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Por este m&todo se puede evaiuar la capacidad del pulmdn
para inactivar las bacterias en 81 depositadas, puede calcu—
larse el nfmero de microorganismos depositados y los Indices
de retencidn~remocidn de bacterias a distintos tiempos posex—
posicidén. Como desventaja, cabe aspuntar que este método por =i
g0lo no puede diferenciar que mecanismo de defensa pulmonar,
va sea el aparato mucociliar o el sistema de fagocitos, esti
afectado, o actuando, y en que proporcibn (Lopez y cols,, 1976;
Jones, 1983).

Los Ffactores que se suponen determinan la remceidn pulmo -
nar de bacterias, y con ello el establecimiento de la infeccibn
& por el contrario la eliminacién bacteriana son: concentra—
cibn y volumen del indewlo, virulencia de la bacteria, el es~
tado de los mecanismos de defensa del pwlmén, en particular,
¥ del huesped en general (Green, 1968).

Los Indices de retencidn y remocidn pulmonares han sido
estudiados en diferentes especien animales, usando diversos
tipos de bacterias. Agqui revisaremos sdlo aquelloé estudios en

‘que se haya utilizado ratbn, vacuno y cerdo.

3.3.1. Ratén

Laurenzi y cols, (1963 y 1964),utilizando un aeroscl de

Staphilgecoccus asureus,determinaron el porcentaje de bacterias

eliminadas por el pulmén & distintos intervalos de tiempo y en
contraron que el 45% de los microorganismos inhalados fueron
eliminados, del pulmén de ratdn, en 1 hora; el 70% en 2 horag;
el 88% en 4 horas y el 97% en 8 horas. Este patrdn de remocibn
indicé gue la eliminacidn de esta bacteria fue rpida y cons-
tante. En egte trabajo se vio que la concentracién del aerosol

no influfa, significativamente, en el porcentaje de bacterias
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eliminadas y se concluyd que el pulmdn de ratones, ern condi-
ciones normales, elimina ripidamente los Staph.aureus inhala-—
dos sin sufrir dafio alguno,

Staphilococcus epidermidis fue removido. de forma similar
a Staph.aureus (Warshauer y cols., 1977).

Toews y cols. (1978) observaron cue el indculo bacteriano

tenfa una cierta influencia sobre el fndice de remocién, Con
infculos bajos de Staph.aureus, a 4 horas,se obiuvo una remo-
cibn del 84%, mientras que a infculos altes el indice se redn

jo al T4%. Con Pseudomona aseruginosa a bajo indeulo detectarcn

un 57.:7% de eliminacidn, mientras gue a indculos altos la bac
teria se multiplicd en el parénguima pulmonar. La aerosolisza-

cidn con Xlebsiells pneumonise demostrd, al contrario de lo

anterior, que la remocién fue mayor a inbculo elevado, 65%,
que a -indculo bajo, 38%:
Green y EKass {1965) compararon la remocifn &e Steph.aursus,

taph.epidermidis y Proteus mirabkilis en el pulmdn de ratén y

encontraron diferencias en los patrones de remocidn de estas

bacterias; Staph.epidermidis se elimind muy rapidamente, Staph.

aureus mis lentamente y la eliminacidn m&s lenta se produjo

con Proteus mirabilis. Por lo anterior concluyeron gue las di

ferentes bacterias estudiadas tenf{en una susceptibilidad dife

rente & la fagocitosis y a la digestidn intracelulesr,
Goldstein 'y Green (1967}, trabajando con =zercsoles de

Pasteurells pneumotropics, observaron que los ratones elimina

ron el 45% en 2 horas, el 65% en 4 horas, el 80% en & horas y
el 99% a las 24 horas. La eliminacidn de esta bacteria resul-
ta mAs lenta que la de Staph.aureus y la variacibn del Indice
de rémocién, de animal g animal, més amplia,

Lillie y Thomson (1972) realizaron estudios comparativos
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de los indices de remocidn para Pasteurella haemolytica ¥y

Staph.aureus inhalados por aerosol. P.haemolytica se elimind

en un 65% a las 2 horas, el 67% a las 4 horas y el 93% a las
& horas. Para Staph.aurcus encontraron que el 57% se removid
a las 2 horas, el 79% a las 4 horas y el 93% z las 8 horas.
Jackson y colg. {(1567) estudiaron la remocidn pulmonar,
en ratdn, de diferentes bacterias gramnegativas y encontraron
que con sxcepcidn de Pssudomona spp, las demds bacterias uti-

lizadas( Bscherichia c¢oli, Flavobacterium spp v Proteus mira-

bilis) fueron eliminadas con el mismo patrdn y rapidez. Pgeu-
domong spp presentd un marcado incremento tras la primers ho-
ra posincculacidn y la velocidad de eliminacidn se normalizd
a lags 4 horas, resultando a partir de entonces una curva de
remocidn similar a las otras bacterias utilizadas en el estu—
dio. Este retardo para Pseudomona spp fue ascciado a las ca-
racteristicas téxicas de 1a capsula.

Jay y cols. (1976) describieron la remocidn de Strepio-

coccug pneumonige, Klebsiella pneumoniae, Escoli y Staph.au-

reus en ratones normales. Los indices de remobién a las 4 ho
rag fueron del 73.4% para Stagh.aureus, del 92.7% para S.pneu-
moniae, del 21.5% para E.coli, mientras que E.pneumoniae no
" 8610 no se elimind sf no que se pudo apreciar una multiplica-
¢idn en el pulmén. ‘

Smith y cols. (1981) trabajanao con ratones inmunizados

contra Pasteurella multocida A:3, obsmervan que esta bacteria

no fue eliminada del pulmén al menos durante las 50 horas pog

aerosclizacidn.
Green y Green (1968) inocularon simultaneamente Proteus

mirabilis y Staph.aursus con aerosoles y demostraron que la

remocidn de ambas bacterias se 1levd a cabo con el mismo pa-
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trén y rapidez que cuando se inocularon por separado,
Nugent y Pesanti (1982b) en un estudic con Staph.aurcus
determinaron gque el mimero de bacterias disminuia més ripida-

mente en los lavadcs bronguicalveolares que en los homogeénados

~pulmonares,

3s3.2. Bovinos

Lillie y Thomson (1972) estudiaron la rgmocién bacteriana

en becerros normales expuesbos a un aerosol de Pasteurslla hae-

molytica o de Staph.aureus, Los valores de remccién para Paste-

urells haemolytica fueron del 75% a las 2 horas, 90% a las 4

noras y del 92% a las 8 horas. Staph,sureus fue eliminade en
‘un 70% a las 2 horas, en un 90% a las 4 horas y en un 95% a las

8 horas.

3.3.3. Cerdos

Curtis y cols, (1976) despues de la administracidn de
E.coli en aerosoles a cerdos de diferentes edades,observaron
que & las 3 horas los lachones de un dfa de edad eliminaron el
50%, los animales de 6 dias de edad eliminaron el 82% y, final
mente, los de 18 y 26 dfas de edad removieron el 95%. Conclu-
Yyeron ¢e este estudio que la remccidn en animales jévenes te-
nian menor‘capaoidad para eliminar la bacteria.

Sainders v Sebunya (1983) con aerosoles de Bacillug subti-

lis vieron que el porcentaje de remocidn fue del 54% a las 2
horas, del 53% a las 4 horas s del 77% a las 8 horas y del 88%
a8 las 12 horas. Por lo ﬁue sugieren gque esta bacteria fue eli
‘minada del pulmén de cerdos normales con un patrdn similar a

otras bacterias estudiadas en vacuno y ratdn.
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4, Interaceidn virus—bacteria en el tracto respiratorio

La importancia de las enfermedades virales como predispo
nentes para superinfecciones bacterianas y desarrclle de neu-~
monfas, bha sido bien documentada tanto en el hombre éomo en
los animales domésticos y de laboratorio (Degre, 1971; dJakab,
1981; Yates, 1982},

" La idea de gue pudiera existir cooveracidn entre wvirus y
bacterias en la produccidn de neumonias fue desarrollada Gu-
rante las pandemias de Imfluenza humana, ocurridas durante .el
presente y pasado siglo. La asociacidén del virus Influenza ti
po A con diverscs agentes bacterianos, ha sido reportada en nu
merosag ocasicnes, y afin hoy en dia, 1a neumonia por germenes
secundarios es una de las complicaciones mds comunes de la
Imfluenza (Loosli, 1968; Degre, 1971).

En modelos experimentales la interaccidn la definimos cg
mo un fendmeno por el cual el agente primario esti afectando
alguna de las funcicnes del organismo en el.cual es jnoculadoy
por ejemplo,en el pulmén,la capacidad para remover agentes par
ticulados. Por lo anterior podemos diferenciar interaccién'de
"sinergismo", definido este fiZtimo como cualguier situaéién_
en la que dos o mds agentes produceh algln tipo de efectc ma-—
yor cue el producido por cads agente por separado {Lepper,
1968), y puede ser medido por una gran variedad de formas in
cluyendo aumento del Indice de mortalidad, aumento de la des-

truccidn tisular.,.{Hamilton y Overall, 1978),

" En vacwno se ha sospechado la interaccidn-sinergismo en-
tre virns y bacterias para la producecién de neumonfas, sin em
bargo se han obtenido resultados wvariables.

' Lopez y cols. (1976) observaron que el virus PI-3 dismi-

nuye la remocidn de Pasteurells haemdlytica los ddas 7 y 11,
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pero no asi el dfa 3 posinoculacidén viral. Aunqgue la histopa-
tologia del pulmén no demostrd correlacidén entre retencidn bac
teriana y desarrollo de cambios histoldgicos. Diversos antores
confirman esta falta de correlacidn entre la inoculacidn con-
Junta de PI-3 y P,haemolytice y lesiones patoligicas en pul-
mén (Lillie, 1974; Thomson, 1974; Skarp y ccls., 1978).

Jericho y Langford (1978) observeron gue la produccion de

neumonias'en vacuno, medianite sercsoles de- IBR y P.hsemolylica,

fue dependiente del intervalo entre aerosoles,mientras que las
condiciones climAticas de la cdmara ambiental, sntes y despues
. de la zerosolizacidn del virus, asi coﬁo durante un periodo de
adaptacifn, no estuvo relacionado con la presentacidn de neumo
nia. Estos autores concluyeron que no hubo relacibén entre la
muerte de los animales y 12 extensidn de la neﬁmonia, tampo-
¢o fueron uniformes las lesiones en los pulmones afectados.
Stockdale y cols. (1979) inocularon & vacuvno virus IBR

v 4 dfas mds tarde un aerosol de P.haemolyticas. Vieron que 4

de 5 animales presentaron neumonia lobar extensz y que 2 de 5

muriercn ds lg enfermedad.

En cerdo Shope (1931) observd que los czsos de Influenza
porcing se'presentaban ascciados frecuentemente con Haemophi-

lus influenzae suis.

Pijoan y Qchoa (1978b) comprobaron un marcado sinergis-
mo entre gl virus vacunal de‘Golera_porcino, inoculado intra-

miscularmente, y Pagteurella mulfccida inoculada intratraqueal

mente; obteniendo un aumento de lesiones en animales inoculados
con un intervalo de 3 a 4 dfas y efectos menores a los 14 4f-

ag.

B ratén Degre y Glasgow (1968) observaron una disminu-

¢ibn en la remocién pulmonar de Haemophilus influenzse, ¥y ma-—




yor afectacidn de los 1ébulos del pulmén, a los 4 dfag posin-
feceidn con virus Sendai.

Familton y Overall (1978),utilizando ratones inoculados
intraperitonealmente con Citomegalovirus humanc y Pseudomonzs

aerugincsa, Staphyloccccus gureus o Candida albicans intrave-

nosamente, encusntran un efecto sinérgico de aumento de morta
lidad 2 los dfas 0 y 3, pero no a intervalos de 4, 5, 7, @, 15
y 20 dfas,

Wershauer y cols. (1977) demositrarcn una disminucidn en
les fndices de remocidn, y sumento de lesiones en el pulmdn,

al inocular virus de Influenza y Staphylococcus epidermicdis

con 5 dlas de intervalo.

Jakab y Green en 1972 detectaron una répida disminucidn
de la eliminacién de Staph.gureus a partir del dia 7 posinocu
lacidn del wvirus Sendai en ratones.

Jakab (1974) al inocular en ratdn virus Sendzi y wm aerc

s0l de Pasgteurells pneumotropics a diferentes intervalos, ob-

serva una parceda disminucién de la remocidn bacteriana hacla
el dfa 6 posinccoulacidn del viruss

Nugent y Pesanti (1982b),en ratones inoculados con virus
Influenza, demuestran una reduccidén de la remccidn de Staph.

aureus haciaz el dfa 7 posinoculacidn virals

4.1. Petogenesis de las neumoniasg por virus (slguncs sspectos)

La presencia de virus en el aparato respiratorio puede
vroducir,en las diferentes especies animales,dafics variables
en el tejide pulmonar gue conduce 2z la disminucidn o a la pér
dida de funcidn respiratoria, &sto ha sido explicado fundamen
talmente por la destruccién tismlar y por la respuesta inflama

torio—exudativa.
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Ia produccidén de neumonias en modelos experimentales han
demostrade que la severidad y la duracidn de la enfermedad eg
tan relacionados con la dosis infectiva del virus; a doslis ba
jas, probablemente mds fisiolbgicas desde el punto de vista
de transmisién de la enfermedad, se produce una enfermedad ca
racterizada por sintomas respiratorios leves, ésto ha sido cob

servado para diversos virus respiratofios (Degre, 1971; Yates,
1982).

Ia inoculacidn del virus Sendai, en ratdn, produce,a dosis
subletales,una enfermedad ceracterizada por neunmonfa. F1 vi-
rus prolifera ripidamente en el pulmdn y alcanza su titulo mé
Ximo entre_los 3 y 5 dfas posinoculacidn, a partir de entonmces
el titulo declira rdpidsmente y casi no se recupera virus zl
noveno dfa posinfeceidn (Jakab y Green, 1976b;Werr y Jekab,
1983). ' .

La respuesta inflamatoria en el pulmén de ratén incculade
con’ virus Sendai se manifigsta con un aumento hacia el dfa 2
del ndmerc de cdlulas polimorfonucleares, egta respuesta fue
méxima el dfa 6 posinfeccidn; los macrifagos alveolares y lin
foecitos gumentaron de forma mis lenta v el nifmerc mfximo se
observé entre los 7-10 dfas posinoculacidén (Warr y Jacab,1983).
Los cambios histopatoldgicos funercn detectados a partir del
dfa 3 y alcenzaron el miximo grado el dfa 7, las lesiones no
complicadas consisten en descamacidn del epitelio ciliar, en-—

" grosamiento de la pared zlveolar, hiperemia, edema, diversos

grados de infiltracidn leucocitaria en broncuics y alveclos,

trombosis capilar e infiltracidn perivascular; estas lesiones
se resuelven & partir del dfa 9 y el pulmén aparece normal a
ilas 4 semanas posinfeccidn (Jakab y Green, 1972).

Iz respuesta inmune en el pulmbn, tambien en ratones in-—
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fectados con virus Sendai, se asocia en primer lugar con la
produceidn de interferdn , Sste alcanza su pico méximo hacia
el dfa 5 para declinar depues.rapidemente. La respuesta de an
ticuerpos especificos, en las secreciores bronguiales, se de-
tecta al dfa 3 y es méxima el dfa 7, mientras gque en suero apa.
rece a los 8 dfas, La presencia de c&iulas T citotdxicas ha
side detectada en cflulas de bazo y alcanza su méxima concen-—

tracidn el dia € (Jzkab, 1981).

4.2, Mecanismos bactericidas del pulmdn afectados por la infec-—

eidn viral

La disminucidn en la remocién, como se puede deducir de
los apartados anteriores, se correlaciona con la diéminucién
de1 {tulo viral en el pulndn, mdxima respuesta inmune local
¥ celular y con el desarrollio de cambios histopatoldgicos en
el pulmén., |

La susceptibilidad del pulmbn a agentes bacterianos se-
cundarios se ha propuestc aque pudiera ser debido a la destrug,
cidn masiva de cfiulas del aparato mucociliar (Degre y Solberg,
1971} o a la presencia de exudados inflamatorios en vias ae-
reas y alveolos, que permitirfa 1a rédpids multiplicacidén bagc
teriana (Degre y Glasgow, 1968) o a la afectacidn de las fin-
ciones del macrdfago alveolar y otras células fégicas (Warsha
ner y cols., 1977).

Aumque los mecanismos de remocidn mecdnica estén afecta-
dos, se considera que presentan una eficiencia relativamente
baja como para explicar el fracaso en la remocifm bacteriana
producida por el virus. Un experimento en ratén con aerosoles
ae bacterias marcadas radiactivamente demostrd que,mientras

la viabilidad de las bacterias disminuyé en uwn 80%, las cuen—
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tas radiactivas  declinaron en un 20% durante el mismo periodo
de tiempo. La retencidn de radiactividad sugiere gque s8lo una
minima parte fue transportada al'exterior en pulmones normales
(Ress y cols., 1966),

Las infecciones virales donde el edems y los cambios his
topatoldgicos fueron minimos, la capacidad bactericida del pul
mén estuvo disminuida y no se diferencid de la de pulmones mis
afectados. Por otro lado, el edema provocado inmunoldgicamente
en animales sanos no alter) lg eliminacidn bacteriana (Jakab
¥ Green, 1972), contra las opiniones de Green y Eass{1965) y
Green(1970) que consideran que el edemz puede producir condi-
ciones de hipoxia gue afectarfan las funciones del macrdéfago
alveolar.

ia comparacién de mecanismos bactericidas de regiones con
solidadas del pulmdn, de ratones infectados con virus Sendai,
frente =z los de las regicnes no consoiidadas mostrd que los
mecanismos estaban igualmente suprimidos en ambas zonas, aun-
que el grado de supresién fue mayor en las consolidadas y la
multiplicacidn bacteriana estuvo limitads a estas areas (Jakab
¥ Green, 1974). .

Diversos autores han relacionado la supresidén inducida
ror el vifus con defectos en la fagocitosis e inactivacidn bag
terians en el macrdfago alveolar (comentado en el apartado 1.
2.1.).

_ .Es probable que se haya sobreestimade la capacidad bac-—
tericida del macréfago alveolar. Un trabajo con Staph.avreus
vy macrdfagos alveolares de ratén demostrd,"in vitro",que la
capacidad bactericida de estas células es demasiado lenta co-
mo pars explicar la tasa normal del pulmdn para eliminar esta

bacteria- En &l se observd que sélo un 5% de las bacterias rg‘
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cuperadas a las 6 horas fueron resistentes al Lysostaphin (sug
tancia sintética,bactericida para las bacterias extracelulares
on un tiempo mucho menor que para las bacterias intracelulares).
Por otro lado se observé que las bacterias intracelulares fue
ron inzctivadas,™n vitro", por el macrdfago en tiempo medio

de 10.8 * 2 horas, lo gue contrasta con la répida actividad
bactericida intrapulmonar —dé 3.07 a 3.14 horas para reducir

el nfimero de cocos a la mitad- (Nugent y Pesanti, 1982a),

4 modo de conclusidn podemos decir gue la depresiéu e
los mecanismos bactericidas,inducida por el virus,nc puede
ser achacada a la alteracién de uno solo de los factores, si
no mds bien a lz accifm combinzda del virus sobrevarios al mis

mo tiempoe.



5. Infacciones del tractc respiratorio del cerdo

5.1, Importancia econdmica

ElL crecimiento de la poblacién mundial en las Ultimas dé
cadas no ha venido respaldado por un. crecimiento similar en la
produccién de zlimentos, especialmente de la produccidn de car
ne y leche, Las limitantes en la produccidn animal estén en
gran parte asociadas z las enfermedades infecciosas (Blaxter,
1979).

Er el ganado porcino, entre las causas mds importamtes de
mortalidad y morbilidad,en Europs y América, se encuentran las
afecciones respiratorias y estas se han visto.agravadas espe—
cialmente a partir del establecimiento de unidades de produc-
¢ibn intensive (Jericho, 1968; Ochoa, 1978; Muirhead, 1879).

Laz infecciones respiratorias estén caracterizadas por al
ta morpilidad, aumento de los Indices de mortalidad, multiples
agentes eticldgicos, disminucién de la tasa de crecimiento y
del {ndice de conversidn (Muirhead, 1979).

Las pérdidas econdmicas por neumonias estén ascciadas a
muerte de animales, gastos de medicamentos, nonorarios veteri
narios, mayor consume de alimentos de los sobrevivientes; lo
que hace gue aumenten los costos y disminuys la disponibili-
dad de alimento en el mercadc. Por lo qus actualmente estas
afecciones estén consideradag como la mayor causa de disminu
cibn en la productividad, especialmente entre cardos de engor
da (Dittle, 1975; Goodwin, 1971; Straw y cols., 1983).

Las pérdidas scondmicas son diffciles de evaluar si teng
mog en cuenta gque el numero de cerdos afectados por la enferme
dad varia de explotacidén a explotacidn, y 1a extensidn de la

lesidn neuménica varfa de cerdo a cerdo dentro de una misma
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explotacidn (Burch, 1982).

Diversos investigadores han reportado indices que rela-
cionan la presencia de problemas respiratorios com la disminu
cibn de la productividad en las explotaciones porcinas. Mad-
sen (1982) observa un 4.3% de reduccidn en la ganancia diaria
de peso, Goodwin (1971) detecta una reduccibn de 1.4-5.2%,
Burch (1982) encontrd una relacibn lineal entre la extensidn
del area neumdnica y la reduccidén en el indice de crecimiento
¥ Straw y cols., (1983) demcstraron que un aumento del 10% an
la superficie neumdnica del pulmén reduce la media de ganan—
cia diaris de peso en un 5.3%,

La incidencia de los problemas respiratorios en cerdc pa
rece elevada. Little (1975),en Inglaterra, observa que al me-
nos un 10% de los cerdos sacrificados presentan lesiones de
tal severidad como ﬁara justificar el decomiso del pulmdn, y
comenta gue el 20-30% de muertes en el posdestete y fase de en
gorde son por neumonia, Gois y cols. (1980) reportan hasta un
50% de pulmones,en rastros checoslovacos, con lesiones neuméng
cag. BEn Brasil, Nogueira y cols. (1982) encontraron em rastro
un 17% de pulmones neumdnicos. Bn México, Maqueda (1977) en un
estudio,en rastros de distintos estados,halld que un 50% de
cerdos sacrificados tenfsn iesiones pulmonares; y Ochoa (1978)
reportd de un 10 & wn 12% en el rastro de Ferreria -México D.

Po~

5.2. Agentes etioldgicos de las neumcnias porcinas

La atencibn, con respescto a los problemas respiratorios,

ha sido enfocada en los Altimos afios hacia Hasmophilus vpleuro-—

pneumcniae y neumonis enzobtica. Aungue la revisifm de la 1li-

teratura nos indica que tambien oiros agentes bacierianos, ¥vi
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rales, micoplasmas y parfsitos pueden ser importantes en las
enfermedades respiratorias (Jericho, 1968; HHuhn, 1970; Little,
1975; Watt, 1978).

Aqui nos referiremos a los agentes primarics y secundarios

mis relevantes. Comc agentes primarios incluimos a Haemopnhilus

pleuropneunmoniae, Mycovlasma hyopneumconiae, Influenza porcina,

Adenovirus, Reovirus, Colera porcinc y el virus de la enfermso

dad de Aujeszky {agente gue serd revisado con més detalle en

¢l apartado 5,3.).

Haemovhilus nlsuropneuvmoniae, una bacteria grammegativa,

ha sidc considerada como un problema importante en muchos pai
ses, ocasionando graves pérdidas en animales de engorda. En
‘explotaciones no inmunes, la enfermedad se caracteriza por un
cuadro pulmonar agudo de répida evolucidn y elevada mortalidad,
pero tambien existen evidencias de infecciones subeclinicas en
explotaciones crérnicamente afectadas (Nielsen, 1973; Schultz

¥y cols., 1982; Schultz, 1983: Priendship y cols., 1984). En

el examen  posmorten de los casos agudos se cbservan hemorrg
gias pulmonares masivas y bambien son comunes arsag necrdticas
circunscritas especialmente a 1dbulos diafragmdticos., La pleu
ra y pericardio,con frecuencia, presentan adherencias en las
zonas adyacentes a las areas neumdnicas (Schultz, 1983). Bs
probable gque en 1a infeccidn natural, el cuadro neuménico es—
té complicado con otros agentes; experimentalmente se ha demcs

trado que Haemophilus pleuropmsumoniae es capaz de producir

suficiente dafio pulmonsr como para permitir la invasidn de un
agente secundario sin embargo,la inoculacidn comjunta con Pas-

teurella multocida no produjo una enfermedad méds grave gue

con la sola inoculacidn del Haemophilus {(Little y Harding,
1980},
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le diseminacidén de esta enfermedad es rédpida con elevada
morbilidad y de un 20 a un 40% de mortalidad (Hsu y cols.,
1382). La severidad de la infeccidn ha sido relacionada con
las condicicnes medio-ambientales y el estado inmme del hueg

ped (Rosendal y Mitchell, 1982}.

Mycoplasma hyopneumecniae se ha considerado como el agen-

te principal de la neumonia enzodtica, aunque 1a inoculacidn
experimental produce un cuadro més leve que el observado en
Campo, dondé las lesiones son mayores y se observa aderds ﬁn
exudado mucopurulento en la luz bronquial, con zislamiento de
wa gran variedad de bacterias (Pijoan, 1982b)y

Este microorganismo es muy comin en cerdos con problemas
respiratorios (Little, 1975; Yamamoto y Ogata, 1982}. La enfer
medad se caracteriza por signos y sintomas leves de afectacidn
regpiratoria con +tos seca, no preoductive y esporddica. Ias lg
siones macroscdpicas consisten en sreas de consolidacidn rojo-
oseuras o grigaceas, seglin 1la antigiledad de la lesidn, en 16—
bulos apicalesy cardiaco, aungue también pueden estar afecta~
dos los 18bulos intermedios ¥ 1a porcién anterior de log dia~-
fragmiticos (Ross, 1983).

Las infecciones secundarias son extremadamente frecuentes

¥, especialmente, de Pasteurella multocids {Carter, 1975). En

rastro, las legiones complicadas con P.multocida presentan una
mayor extensién que cuando sdlo se aisld uno de estos agentes

(Morrigon y cols., 1984).

La Influenza porcina estd producida per un virus de la fg
milia Ortomixoviridae (Matthews, 1982) y se caracteriza por un
cuadro respiratorio agude, acompafiado de Tiebre y postracidn,
La instauracibn de la enfermedad es rédpida, presentando una

morbilidad cercana al 100% y una mortalidad del 0-3%. Los ani
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males ge recuperan a la semana de la infeccidn., ILas lesiones
observadas ecn el campo consisten en zonas de consolidacidn ro’
jizas, en 18bulos apicales y cardfaco, pero tambien pueden es
tar afeétados otros 1ébulos; estas lesiones =zon dificiles de
observar Ya que es raro la no complicacidn bacteriasna (Hernan
dez, 1982a),

La infeccidr experimental produce una enfermedad leve,
aunque puede zer agravada en condiciones de alta humedad rela
tiva y bajas temperaturas, La incidencia de la enfermedad es
marcadamente estacional y se conéidera gue afecta predominan-
temente a los cerdos de ciertas zonas de Europé ¥y Norteamérica
{Easterday, 1975; Hernandez, 1982a),

Los Reovirus son agentes virales clasificados dentro de
la familia Reoviridae, género Reovirus {Matthews, 1982}, ILo=s
tipos I y III se han detectado en cerdos y han sido aislados
de explotaciones con problemas respiratorics. ILa infeccidn ex
perimental de cerdos gnotobidticos sfle produce, en algunocs
casos una reaccidn febril transitoria v débiles lesiones exu-

dativas y proliferativas en pulmdn (Hernandez, 1982b).

Los Adenovirus ?orcinos pertenecen a la familia Adencovi-
ridas, génerc Mastadenovirus {Metthews, 1982) y se han descri
to cuatrs especies porcinas. La importancia de estos virus c9
mo agentes etiolfgicos de enfermedades respiratorias no esté
aclarada, pero se ha demostrado gque el cerdo es un animal sus
ceptible a la infeccidn y portador del mismo, Las caracteris-—
ticas de persisténcia de estos agentes, hacen suponer gue pug
den ser activadcs dezpués de presiones externas y desarrollar
la enfermedad en combinacidn con otros ageantes (Me Ferran,1975).

Kasza y cols, (1969) inocularon simultanecamente Adenovi-

rus tipo IV y M.hyownneumoniae intranasalmente a cerdes gnoto-
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bidticos, ¥y observaron gque los dos agentes producian lesiones
neumdnicas mis severas que cuando cada wno se inoculaba por

separado.,.

El Cdlera porcino esté producido por un virus de la fami.
liarTogaviridae, género Pestivirus (Matthews, 1982). Este agen
te produce wna wvariedad de manifestaciones clinicas {Correa,
1981). ' |

Pijoan y Ocheoa (1978%)al inocular cerdos con el virus va
cunal de Cdlera y P.multocida observaron lesiones pulmorares,
En el campo también se observd que la vacunacidn contra Céle-—
ra produjo una enfermedad respiratoria ascciada con P.multocida

(Rakx y Kim, 1982).

Los agentes secundariocs que parecen tener mas importancia

en estos procesos son Haemophilus parasuils en Gran Bretafia

(Littie, 1975) y P.multocida que se considera predominante en
Estados Unidos, México y Japbn entre otros (Carter, 1975; Ochoa,

1978; Yamamoto y Ogata, 1982).
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5.3. Aujeszky

La enfermedad de Aujeszky o Pseudorrabia es un procéso
infececioso, caracierizado por un cuadro clinicc nervicso, cur
so agudo, y a menudo fatal de los animales domésticos ¥y salva .
jes? causada por un virus del genero Herpesviridae, Se consi-
dera wna ernfermedad primaria del cerdo, en los gue presenta
un curso en general benigno, salve en lechones.,

La enfermedad fue descrita por primera vez en 1902 por
Alagdar Aujessky, en Hungrla, y desde entonces ha sido reporta
da en diversos paises de todo el Mundo. En Néxico ¢l virus se
aislé por primera vez de cerdos en 1971, aunque la enfermedad
va habia sido descrita con anterioridad por Bachtold,en 1945,

en vacuno (Martell y cols., 1971).

Dedela Etlologia.

A, Aujeszky,en 1902, ya habia sospechado que el agente
causal era un virus, sin embago la evidencia no fue preporcio
nads hasta 1910 por Schmiedhoffer,quien demostrd gque el agen—
te podia pasar a través de filtros que retenfan a las bacte-
rias (Baskerville y cols., 1973).

Posteriormente el virus fue clasificado por Andrewes den
tro de la familia de log Herpes—virus siguiendo los criterios
de :tipo de Acide nucleice, tamafio del viridn, nfmerc de cap-
sémeros, presenciz o ausencia de envoltura, lugar de replica-
cién celular y maduracidn, sensibilidad al eter, En 1966 Mel—
nick y Mc Combs 1o sitlan dentro de los Herpes grupo "A", ya
que el virus posse, en comparacifn a otros miembros de esta fg
milig, un ciclo de replicacién corto —menor a 24 horas— ¥ &S
liberado rédpidamente de las cdlulas infectadas (Kaplan, 1969),

Fn el cuarto reporte del Comité Internacional para la
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Taxonomia de los Virus, el virus de ia enfermedad de Aujeszky
(VEA) estéd clasificado como pertFneciente a la familia Herpes
viridae, subfamilis Alphaherpesviringe, género: grupo I de los
Herpes Virus Suinos, especier Herpesvirus suis 1 (Pseudorra-—

bia) (Mattews, 1982),

El viriéﬁ presenta las siguientes caracteristicas: peso
molecular de 1000 x 106 daltones. {(Mattews, 1982), densidsd
boyante en CsCl de 1.278 gr/bm3 (Kaplan, 1969), mide de 150 a
200 mu de didmetro, visualizadoe por microscopia‘electrﬁnicé(ME),
y morfolégicarente es indistinguible de otros miembros de la
familia (Eaplan, 1969; Lautie, 1969).

Los elementos estructurales del viridn son: curazbén o "cug
re", clpside, tegumento y envoltura. El corazdn se observa por
ME como un nficiec denso en el centro de la particula y que con
siste en un ovillo fibrilar,al cual estd enrollado el DNA, de
naturaleza nucleoproteica; los extremos de las fibras de DNA
estén anclados en la cara interna de la cépside. Esta se obser
va por ME como uns capa gue rodéa al cuore y mide de 100 a 110
nm de didmetrc, estd formada por 162 capsdmeros dispuestos en
gimetria icosahédrica, los capsdmercs a su ves estén compues-
tos de subunidades proteicas; 150 son examéricos y 12 pentamé
ricos. El tegumento rodéa a la cédpside, se trata de un material
globular, que con frecuencia estd asimétriqamente distribuido
v puede presentarse en cantidad variable., La envoltura estd’
formada por una membrana bicapa que'rodéa al tegumento y tie-
ne proyécciones superficiales de composicidén glicoproteica
~pepldmeros- (Luria y cols., 1978; Mattews, 1982)}.

Fl 4cido nuecleico del viridén es una moléeula lineal de
ﬁNA de doble cadena y peso molecular de 92 x 106 daltones (Ru
pinstein y Kaplan, 197%5), con un 72% de G+C (Kaplan, 1969).
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El genoma de VEA egtd formado por dos secuencias fnicas, una
larga y otra corta, la corta tiens una porcidn repetida a am-
bos extremos {palindrome) (Honess y Watson, 1977; Stevely, 1977;
Ben-Porat y Rixon, 1979). Ademds el genomz puede presentarse

en dos formas isoméricas, en las gue la secuencia corta se crien
‘ta de dos formas diferentes respecto a la secuencia largz; las
dos formas igoméricas se encuentran en cantidades equimolecu-
lares en las suspensiones de virus purificados, y las dos po-
blaciones virales son igualmente infecciosas (Ben-Porat y cols.,
1980).

En cuanto a la composicidn proteica, se ha establecido
que mds de 50 polipéptidos son sintetizados durante el trans—
curso de una infeccidn productiva, en un minimo de tres grupos
o fases (Honess y Roizman, 1974). De éstos gse considera Que 27
son polipéptidos estructurales, de 12000-220000 de P, algunos
de los cuales estdn glicosilados {(Iudwig y cols., 1982; Spear
¥y eols., 1970; Ladin y cols., 1982). |

Los 1ipidos se encuentran localizados en la envoliura vi
ral y son predominantemente fosfol{pidos,de origen celular
(Mattews, 1982).

El ciclo de replicacidn del virus es relativamente corte,
en comparacién a otros miembros de la misma familia, obtenién
dose une progenie completa en menos de L2 horas (Kaplan, 1969;
Iuria y cols., 1978).

El ciclo puede dividirse en distintas fasess: la entrada
del virus se produce tras la adscrcidn de las glicéprofeinas
de la envoltura a resceptores especificos de la membrana cito-
plasmdtica celular y la cdpside se libera al interior del ci-
toplasma como consecuencia de la fusidn de ambas membranas;la-

denudacidn tisne lugar en el ecitoplasma y el complejo de nu-
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cleoproteina es tramsportado &l nucleo; el DNA viral es trans
crito, en tres fases diferentes, por RNA polimerasas celula—
res, los mRNA generados son traducidos en el citoplasma y al-
gunas de las proteinas sintetizadas migren al nucleo (estruc-—
turales y las necesarias para la repliéacién del 4cido nuclei
co virgl); el ehsamblaje de las cdpsides se produce en el ‘inte
rior del nficieo y €1 INA sintetizado "de movo™ se enrolla pos
teriormente en el interior de las cépsides vacias; la madura-
cidh coincide con la adquisicidn de la envoltura, que s& ad—
guiere al atravesar la hoja interna de la membrana nuclear por
zonas en las que, previamente, se han incorporado glicoprotei _
nas . virales; las particulas viricas se acumulan en el reticu-
1o endoplasmitico y son liberadas por transporte active & la
superficie de la célula y pinocitosis inversa (Kaplan, 19693
Spear y cols., 1970; Ben-Porat, 1972; Baskerville, 1973b; ILu-
ria y cols., 1978; PFeldman y cols., 1979; Hall y Almy, 1982).

Respecto z-la composicidn y propiedades aﬁtigénic&ﬁ debe
mos mencionar que los virus del grupo Herpes tienen una estrug
tura compleja que hace diffeil el anélisis y caracterigacién
de sus componentes. '

Se ha visto que el virus es capaz de producir una respueg
ta de anticuerpos neutralizénjes después de la infeccién natu
ral o experimental (Baskerville y cols., 1973): Algunos de
los compounentes del viridn, especialmente las glicoproteinas
mayoritarias de la snvoltura viral, son importantes en la neu 7
tralizacidn (Dalsgaard, 1982; Pauli y cols., 1982},

Le, caracterizacidn de estas prdteinaé,én un futuro, podré
aportar datcs de cuales de ellas son mds importantes en la neu
.fralizacién del virus, cuales se expresan en células latente-

mente infectsdas y, 2 efectos profilacticos, la posibilidad de
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clonar segmentos del genoma para 1a produccidn de anfigenos in

munizantes libres de 4cidos nucleicos (Doogson y cols., 1982).

8610 se ha encontrado un serotipo del VEA en los aislamien
tos de diversos paises (Kaplam, 1969), la identidad antigénica
del virus he sido confirmada tanto en aislamientos de campo
como en cepas vacunales (Pauli y cols,, 1982) y presenta wn
clerto grado de relacidn antigénica con otros miembros de la
familia FHerpesviridae: con el virus B de simios (Kaplan, 1969},
con IBR (Aguilar-Setien y cols., 1979z),con Herpesvirus equi-
no 1, Herpes simplex Tipo I y II, Herpesvirus bovine 2 (Ki-
llington y cols., 1977). Sin embargo, mediante técnicas de
- seroneutralizacifén en cultive de tejidos, elIVEA no fue neu-
tralizado por anticuerpos heterélogos de Herpes simplex Tipo
I y II, Herpesvirus equino 1, Herpesvirus bovine 2 (Kaplan,
1969; Killington y cols., 1977},

Fl virus ha sido recuperado de gran variedad de especies
animales en la naturaleza como: cerdos, boviros, ovinos, pe-
rros, gatos...; experimentalmente puede ser transmitido 2 un
amplio espectro de mamiferos y péjaros, excepto a monos. Los
animales de experimentacidén usados con mayor frecuercia, pa-
Ta fines de dizsgndstico e investigacidn, sor: conejo, ratdn,
rata, cuye, palomo, perro y gato (Lautie, 19693 Gustafson,
1975).

"In vitro"™ el VEA puede multiplicarse en una gran verie—
dad de culitivos celulares primarics y de lineas celulares, Dg
ro no todos iog sistemas son igualmente sensibles ni produc-
tivos (Kaplan, 1969; Baskerville y cols., 1973)s EL cultivo
primaric de rifidn de cerde y la linea celular PE-15 (Mc Ferran
¥ cols,, 1972),junto con los fibroblastos de embridn de pollo .

(Ursache y cols., 1977),son las células més sensibles a la in
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feccidn,con efecto citopidtico caracteristico, y por ello las
nds usadas para el diagndstico. Como cualidad diferenciadora
de este virus, en el primoaislamiento, con otros virus del cexr
do cabe apuntar'aqui que es el dnico capaz de preander en culti
ve primario de ri#fidn de cerdo al mismo tiempo qﬁe eh fibro-—
blastos de embridn de pollo (Leutie, 1969).

El tiempo necesaric para la adsorcidn varia con el tipo
celular usado (Kaplan, 1969; Lautie, 1969), aunque la kayoria
de investigadores utilizan wn tiempo de 30-60 minutosy

La formacidn de placas en distintos tipos de c&lulas es
une de las caracteristicas de este virus, y existe una rela-
cidn lineal entre el titulo viral y el nimero de placas produ
cidas (Keplen, 1969). EL tamafio de la place estd relacionado
con el tipo celular usado y la cepa del virus (Baskerville y
¢0lSa, 1973). .

En las células del culbive celular se_producen dos tipos
de efectos citopiticos {BCP), vno caracterizado principalmente
por formacidn de sincitios y el otro por células redondeadss,
-altamente refrdctiles y occasionalmente cédlulas gigantes; la
formacidn de sincitios ha sido relacionads con mayor virulen-
cia de la cepa (Bitsch, 1580), pero en ausencia de replica—
cidn la fusidn celular y la aglutinacidn de las células ocu-
rre rars vez (Mattews, 1982).°

Las cé;ulas infectadas presentan wn dnico y homogeneo
cuerpo de inclusidn intranuclesr, Feulgern positivo, que evolu

ciona a Feulgen negativo y eosindfilo (Ksplan, 1969).

_ Ia sensibiiidad de VEA a solventes como etll eter, clorg
formo.,.; detergentes como desoxicolato, Tritdén X-200, dodecil
sulfato de sodio, Nonidet P~40...; desinfectantes como forma-

lina, fenol... ¢85 muy elevada y algunas cepas son gensibles
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a tripsina (Leutie, 1969; Bartha ¥y cols.; 1969).

La tasa de supervivencia del virus es dependiente de pH
¥ tewperatura, a 4°¢ es relativamente estable enire pH 5 y 9
(Kaplan, 1969). EL {ndice de inactivacidn a 4°C es de 0.04 log
{n bgse'lo) por dia, a 3700 es de 0.6 log/ﬂia; egstas mediciow:
nes se reaiizaron a pH entre 6 y 8. A —1300 el virus es répi-
damente inactivado, é cualgquier pH, mientras que = -90%¢ Na
pH de 6-7 no hay pérdida apreciable de titulo. EL efecto de
congelacidn-descongelacidn se reduce si el paso a través de
temperaturas criticas (0 a -15°C) es répido. La deshidratacidn
produce ia inactivacidn acelerads a cualquier pH (Davies y Bg
ran, 1981).

Los rayos X y ultrav1oletas provocan la inactivacidn ex-
ponencmal del V1rus extracelular; son suficientes dosis de

440 ergios/m° ae U.V. paras inactivar al 90% de particulas
(Ezplan, 1969).

Egtudios de supervivencia del virug en diversos materia—
ies como maders, restos de comida, forraje y paja mostraron
que &sta es dependiente de la humedad relativa y la tempera-
tura, ¥ puede veriar de 10 a 40 dfas (Baskerville y cols.,
1973). Mahnel y cols., (L977) observaron gue en agua, & tempera
turas de 9 a 15°¢, persiste de 20 a 50 dfas.

5.3.2., Fpidemiologia

En condiciones naturales el VEA suele tener in curso ter
minal (agudo v mortal) en la mayoria de especies afectadas ex
cepto en el cerdo, donde la enfermedad es leve en animales adul
tos y grave en lechones, por lo que &sta especie estd conside
rada como un reservorio natwral del virus (Xojnok, 1965; Gus-
tafson, 1975).



Aqui vemos a comentar algunos aspectos relacionados con
la transmisién y diseminacién del VEA en el gamado porcino,

-La transmisidn directa cerde 2 cerdo se produce por las.
gsecreciones orales y nasales, durante ¥y después de la enfermg
dad natural (Shope, 1934). En la infeccidn experimental, con
cerdos de 6 a 8 semanas, el virus puede ser excretado continug
mente durante 10 dfas, e intermitenfemente durante otros 7 di
ag, por las secreciones oronasales (Mc Ferran y Dow, 1965).
Ademds puede ser excretado por la leche materna, semen, coh—
tacto venereo, ingestién de carne de animales infectados, y no
parece ser Ltransmitido por orina y heces (Xojnok, 1965; Bas-
kerville y cols., 19733 Medveczky y Szabo, 1981}.

~Los animales que se han recuperado de la enfermedad pug
den pasar a un estadfo de infeccidn latente., La reactivacidn
de los virus latentes se considera una de las formas més impor
tantes de transmisidn, y persistencia en la explotacidn porei-
na, de la enfermedad (Sabo, 1969; Sabo y Grunet, 1971) .

~La inmunidad posinfececidn, calostral o posvacunal (ya sed

con’ vacuna atenuada o inactivada) no proteje de 1la infeceiénm,
ni tempoco del establecimiento de la infeccilrn latente, ni evi-
ta la excrecidn del virus (Mec Ferran y Dow, 1973; Mc Perran y
Dow, 1975; Andries y cols., 1978; Mock y cols., 1981},

-El movimiento de objetos también se ha relacionado como
factor de transmisidn: equipamiento compartido entre explota-
ciones; vehiculos de la granja, camiones de entrega... {Cart-
wright,‘l982){

~E] hombre puede actuar como vector megdnico ya que no hay
evidencias de que el humanco se infecte, y no se han deteotado
anticuerpos neutralizantes en el suero humano (Custafson,1975).

-Otras especies comc phjaros, insectos... podrian estar
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involucradas en la diseminacidn local en forma mecénica (Cart—-
wright, 1982). las ratas y los ratones silvestres pafecen anima
1es diffciles de infectar, al menos en experimentos en los que
se mantuvieron en contacto con cerdos excretores de virus, miep
tras gue si se afectaron por ingestién de restos de animales
muertos por la enfermedad {(Gustafson, 1975). Esto hace que es-
tos animales puedan estar invoiucrados en 1a transmisidn, infec
tando el glimente de los cerdos con seCrecionés oronasales, pe-
ro el hecho de que no desarrollen éﬁticuerpOS‘neutralizantes ¥
el aislamiento no sea positivo durante larges pericdos de tiem-
po, indica que no es dermasiado probable su actuacidn como porta
dores del virus (Mc Perran y Dow, 1970; Maes y colss, 1979)s En
bovinos existe cierta evidencia de excrecidn nasal del virus,
pero el corto curso de 1a enfermedad y &l cardcter mortal de és
ta hace que se consideren de poca imporiancia en la transmisidn,
¥y algo similar ocurre con perros, £atos, ZOTToS... {Hagemoser,
1979; Cartwright, 1982; Wittmesn y cols., 1982a}.

-El tipo de alimentacidn se ha relacionade con 1a inciden-
cia de la enfermedad ya que esta ez especialmente elevada en ex
plotaciones que utilizan restos de alimentacidn hwmans (Howarth
¥ cols., 1981).

-La enfermedad presentz una cieria estacionalidad, habien-
dose observado un aumento en el nimero de focos en los meses in
vernales y,por el contrario, una disminucién durante los mesges
da verano (Lautie, 1969; Toma, 1980; Pensaert y cols., 1982).

-Ciertas cepas de virus, especialmente las de alta patoge-
nicidad, parecen ser excretadas en mayor cantidad y han abierto
la duda sobre la posible transmisidn aerea (Bitsch y Andersen,
1982)s

-El tamafio de la explotacidn ha sido relacionado con el es
teblecimiento enzodtico de la enfermedad (Sabo y Grunet, 1971;

Ursache y cols., 1977; Lenikan y 0!'Connor, 1982),
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-FExigten miltiples evidencias de focos posintroduccidn de
animales,aparentemente sancs, a la exploiacidn. En algunos ca-
s0s la enfermedad no se manifesté hasta 20 meses més tarde (Gus
tafson, 197%; Bitsch y Andersen, 1982; Cartwright, 198Z2).

A modo de resumen, los aspectos de transmisidn de la enfer
medad gue se consideran més importantes en términos de control
e irradicacién son eliminacién‘de animalss portadores, y evi-
tar el movimiento de cerdos entre explotaciones {(Thawlsy y cols.,

1979; Lenihan y C'Connor, 1982).

Existen diversas evidencias acerca de la imporianc.a cre-—
ciente de la enfermedad; hastz los afios 60's los reportes con-
cernfan principalmente a bovinos y la incidencia se co§§ideraba
como baja. A partir de los afios 70's la infeccidn en los cerdos
adgquiere importancia econdmica en diversos paises a causs del
gran nimero 4e casos registrados y pérdidas ocasionadas (Bas-
kerville, 1981; Cartwright, 1982; Pittler, 1982).

Un gran nfmerc de estudics epizootioldgicos muestran la
persistencia e incidencia de la enfermedad. Kojnok (13965} en-
contrd un 3.4% de aislamientos, por hisopo nasal y iaringeo, en
cerdos de engorda gue no presentaban sintomatologia y procedian
de granjas recuperadas de la enfermedad, En California detecta
ron un 4,.8% de sueros pogitivos sobre 14012, recolectados de
rastre durante los afios 1977-1980 (Howarth y c¢ols., 1981), En
Towa, de 6010 hisopos Taringecs colectados er rastro, se als-—
16 VEA en un 7.17% {(Kemeny, 1981). Bn Francia la enfermedad pa
g6 de un foco en 1969 a 234 en 1977 y 95 en 1979, el autor atri
buye la disminucidn del, nlimero de focos a la vacunacidn aunque
el nimero de departamertos afectados aumentd (Toma, 1980).

. Fn México log estudios realizados muestran persistencia y

difusidn en los Estados con mayor concentracidn vorcicola. Tn
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miestreo en varios Estados.en el afie 1975, sobre 270 sueros, se
encontrd una positividad entre 2.4 y 87% en los Estados de Mi-
Ckoacén y fuanajuato y negatividad en Sonora, Jalisco, México y
D,F. (Medina y Correa, 1977)..En otro trabajo con 453 sueros de
rastro, un 25,8% del total fueron peositivos, siendo Guanajuato -
(Abasclo) el més afectedo cor wa 38.8%, seguido de Michoacén

(La Piedad) con 33.8% y el Estado de México(Atizapdn) con un 19%
(Orraca, 1978). En 1982, wn estudio realizado en granjas de di-
versos Bstados ¥ un total de‘453 sueros recolaciados mostrd una
incidencia del 75.68% de sueros positivos en Michozedn, del 19.2%
en Guanajuato, del 12,46% en Jalisco; los Estados de Puebla, Que
rétaro, Sinaloa, Sonora y Veracruz fueron negativos (Mercado y
cols., 1982)

5.3.3. Patogénesis

En condiciones naturales se admite gque el cerdo es infecta
do mediante la introduccidn o inhalacidn del wvirus en la cavi-
dad nasal (Baskerville y cols., 1973). En condiciones experimen
tales la exposicidn intranasal produce un sindrome més parecido
al de la infeccidn natural que la inoculacidn por otras vias
(Olander y cols., 1956).

Una vez el virus enira en la nasoféringe, el sitio prima-
rio de replicécién parece estar en el tracto respiratorio su-—
perior (Mc Ferran y bow, 1965%), puede. ser recguperado de las
secreciones orales y nasales de 10 a 20 dias {Mc Ferran y Dow,
19684; Sabo, 1969; Wittman y cols., 1980). Durante las primeras
24 noras desvués de la infeccidn la multiplicacidén del virus
estuvo limitada & mucosa nasal, farihge , tonsilas {(Mc Ferran
¥ Dow, 196%) y también en pulmdn (Wittman y cols., 1980). Poco

tismpo después el virus pueds ser recuperado de nbdulos linfé-
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ticos y del sistema nervioso central hacia las 48 horas (Mc Fe-~
rran y Dow, 1965; Gustafson, 1975). _ .

Aparentemente el virus migra desde la mucosa nasal, via neﬁ;~
vio olfatorio, a bulbo olfatorio; desde la mucosa faringea, via
glosofaringeo, a cuerpo estriado de ia médula o por las itermi-—
naciones del nervio trigémino en la cavidad nésal ¥ oral . a puen
tes y méduia (Mc Ferran ¥y Dow, 1965; Olander y cols., 1966; Mvas
Valdes y cols., 1983). Se ha estipulado que el virus emigra & 1o
largo de las fibras nerviosas, por el axoplasma, por'flajo_axo4
nal retrégrado hacia los cuerpos neuronzles en génglios y de
alll al sistema nervioso central (Dolive y cols., 1973).

‘ En el.interior del sistema nervioso central el viris se di
semina rédpidamente y,hacia el dia 7,todas las regiones pueden
contener virus; en el cerdo el virus se multiplica de. forma 1li-
mitada y hacia el dfa 10 pogincculacidén el virus no pudo ser aig .
lado del sistema nervioso central, la desaparicién del virus .
coincidié con la deteccidn de anticuerpos neutralizantes en san
gre {Mc Ferran y Dow, 1965).

_ El virus ha sido aislado del suero, a bajos titulos, desde.
€l afa 1 al dfa 7 posinfeccidn (Wittman y cols., 1980), pefo
otros autores consideran gue la capacidad del virus para inva-
dir el torrente circulatorie y producir viremia; es una caracig
ristica de determinadas cepas del virus (Sabé ¥y ccls., 1968 y
1969}. Esto podria explicar ia afectacidn inconstante de otros
Srganos ademds del sistema nerviosoc central, aparato regpirato-
rio y nédunlos linfiticos {(Baskervilie y cols., 1973).

Wittman y cols. [(1980) detectaron el virus en poblaciones.
de linfocites y de polimorfonucleares: Se desconoce 8i estas éé
lulas pueden permitir la replicgeidn viral "in vivo", aungue "in
vitro" estos autores demostraron la replicacidn viral en célu-

las leucccitarias de animales vacunados y no vacunaioss
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La infeceidn en‘el aparato respiratorio probablemente ocu-
Tre por deposiclén de gotas en la nariz y paso posterior al pul
mén. Experimentos con aerosoles no han reproducido ia distribu-
cifn de lesiones observadas en el campo, por lo gue =e descarta
que la entrada del virus sea por inhalacidn (Baskerville, 1972a).

Despuds de la infeccidn experimental el virus puede ger ais
lado ce mucosa traqueal desde el dfa 1 al dfa 9, y del pulmbn
desde el dfa 3 al dfia 9 (Dow y Mc Perran, 1962) o del dfa 1 al

dfa 7 posinoculacidn (Wittman y cols., 1980},

S5.3.4. Sintomas clinicos

La enfermedad en el cerdo estd caracterizada por sintomas
¢linicos, lesiones macroscdpicas y cambios hiétopatol6gicos en
el gistema nervicso central; pero aunque estas manifestaciones
estén casi siempre presentes en alguncs estadfos de la infeccidn
natural y experimental, éstas pueden variar considerablemente en
severidad (Olander y cols., 1966; Pirtle y Gutekunst, 1978). AL
gunos autores han gefialado gque 1og sintomas respiratorios pue-
den ser la caracteristica mds importante de la enfermedad (Ghe-
nev y Stoyanov, 1958; Iautie, 1%69; Baskerville y cols., 1971).

En la infececidn natural se han gbservade formas leves con
fiebre, anorexia, sonide nasal y bajo porcentaje de mortalidad.
Bn las rormas severas 1os animales preseﬁtan ademds vémito, pos
tracidn y sintomas nerviosos como: excitacidn, incoerdinacidn,
paresia del tercio posterior, movimientos en eirculoe, convulsig
nes epileptiformes y depresidn en estadfos terminales; esta for
ma clinica se acompafia de altos Indices de mortalidad {(Dow y HMe

Ferran, 1962; Olander y cols, 1966; Baskerville y cols., 1973).

Las diferencias observadas en cuanto a las manifesiaclones

clinicas han sido atribuidas 2: edad del cerdo (Baskerville y
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cols., 1973), cepas del virus (Baskerville y cols., 1971),
dosis de exposicién (Baskerville, 1972a), susceptibilidad indi-
vidual y estado inmune (Gutekunst y Pirtle, 1979; Alva—Valdes y
cols,, 1983).

Con respecto a la edad se considera que los lechones son
los mAs susceptibles, Haste las dog semanss de edad presentan
una mortalidad del 100%, que disminuye progresivamente para al-
canzar un nivel del 5-20% a ias cinco semanas de edad {Basker—
ville y cols., 1973). Ia forma clinica de la enfermedad pucde
variar en relacidn al tiempo de vida .de los animales; 1t inocu-
lacidn experimental a2 dosis constantes produce,en cerdos de 4 =153
manas,gsintomas exclusivamente nervioscs mientras que, en los de
10 semanas, se observd rinitis, tonsilitis, neumonfa y sintomas
nerviosos leves (Bran y cols., 13968).

En cerdos de engorda la sintomatologia es diffcil de descri
bir ya qué vresenta caracterigticas subclinicas, y el proceso se
adivina postericrmente debido a la transmisidn a bovinos, ovincs,
perros y gatos (Lautie, 1969; Thawley ¥ colss, 1980; Toma,1980;;
0 simplemente detectado en estudio seroldgico (Thawley ¥ cols.,
1979; Szweda y cols., 1980; Pirtls, 1982; Me Ferran y colsd,
1382). En otros casos se presenta uma enfermedad con fiebre, in
apetencia y ligeras manifestaciones nerviosas o ¢omo un proble-
ma pulmonar acompafiade de disnea, la mertalidad en estos casos
oscila eantre ek 1 y 3% (Lautie, 1969; Akkermans, 1976).

En los animales reproductores la enfermedad puede pasar de
sapercibida‘ya gque los sintomas nervicsos son raros y 88lo se
observa ligera anorexia y fiebre; en cerdas gestantes, y como sg
cuela de la infeccidn, se puede presentar abortos, nacides muer
tos ¥ momificaciones (Kiunge y Maré; 1974; Wohlgemuth y cols.,
1978; Thawley y cols., 1980).

Las digtintas cepas del virus pueden presentar grados va-
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riables de virulencia, y se han descrito variantes que producen
altos indices de mortalidad en cerdos de engorde (Howart y de Pa
oli, 1968; Mc Ferran y cols., 1979); también se han descrito ce
pas que tienen afinidad por el tracto respiratorioc y producen
tos, sonido nasal, descarga nasal y ocular, disnea, neumonia y
mantienen, en mayor o menor grado, la capacidad de invadir el
sistema nervicso central (Becker, 1964; Corner, 1965; Baskervi-
lle, 1971; Baskerville y cols., 1971L). !

La dosis de infeccibn parece estar relacionada con la sevg
ridad cilinica de la infeccidn, experimentalmente Baskerville
(i972a) demuestra dependencia entre dosis y periodo de incuba-
cifn, tiempo de aparicién de fiebre, gravedad de sintomas y le-
siones,y el periodo entre infeccidn y muerte. |

En relacidn a diferencias de susceptibilidad de los anima
les, existen evidencias de que la resistencisa a la infeccidn no
es debida a la posesidn de anticuerpos especificos contra el Vi
rus (Pirtle y Gutekunst, 1978; OGutekunst y Pirtle, 1979).

Por Ultimo cabe decir que el estado inmune del animal se ha
relacionado con formas mis leves de la enfermedad (Kojnok, 1965;
Mc Ferran y Dow, 1973; Mc Ferran y Dow, 1975; Andries y cols.,
1978; Mc Ferran y cols., 1979;Alva-Valdes y cols., 1983).

5.3.5. Leslones macrogcdpicas

Fn general las lesiones macroscdpicas son poco marcadas y,
tanto en la infeccidn natural como experimental, se observa: ri
nitig purulenta, faringitis, tomsilitis (Corner, 1965; Bran y
cols., 1968), pequefias hemorragias y congestidn periférica aé-
Bil en n&dulos linfiticos, especialménte lcg de caheza cuello ¥
aparato respiratoric; ocasionalmente, ¥y en,uh reducido niimero

de animales, se observan petequias en médula rensl, congestidn
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de cerebrc y meninges, acompafiado de edemsz en puimén y 1ligquido
cerebro espinal en exceso (Dow ¥ Mc Ferran, 1962; Gustafson,
197%; Olander y cols., 1966).

Ia infeccidn natural y experimentsal con cepas neumoctropas
produce lesiones més marcedas en pulmdn, que consisten en gran—
des argag de consolidacidn rojo-oscurs principalmente en 15bu-—
los apicales y cerdfaco(Becker, 1964; Corner, 1965)}. ,

Beskerville (1973a) realiza un estudio detallado sobre las
lesiones en pulmén de cerdos inoculados via iniranasal vy observa
que,edemds de los 1dbulos apicales y cardfaco, se afectaron las
areas ventrales del 14bulo diafragmético e intermedic, aunque
en menor proporcién. Alrededor de las areas consolidadas fue cg
mm el edema superficial y de septo interlobular, = menudo los
bronguios estuvieron parcialmente, o totalmente, ccluides per
exudados. Estas lesiones se observaron desde las 24 horas hacta -
el dfa 16 posihoculacidén experimental.

Es conveniente sefialar gue estas lesiones en el pulmén se-
rian dificilmente diferenciables de lesiones de neumonfs enzob—
‘tica porecina (Livingston ¥ cols., 1972) v de influsnga porcina

(Ezsterday, 1975).

5¢3.6, Lesiones microscdpicas

Mediante inoculacidn intranasal las lesiones ge observaron
predominantemente en las regicneg anteriores del cerebro ¥ en
menor grado en las posteriores, como son: 1l8bulo olfatorio, frop
tal y gdnglio semilunar; mientras cue la inoculacidn intramus-
cular produjo lesiones, especialmente, en médula y génglio espi
nal cervical (Olander y cols.,, 1966)}.

. Ias lesiones microscdpicas, tanto en 1a iﬁfeccién experi-—

mental via intranasal como en la natural, fueron: meningoencefs
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litis no supurativa acompafiada de mielitis, ganglioneuritis, in
filtracidn perivascular de células moncnucleares, gliosis focal
difusa, necrosig neuronal y glial extensa y neuroncfagia,. Estas
legiones ge encuentrap principalmente en la materia gris del cg
rebro, corteza cerebelar y,con menor intensidad, se observan tanm
bien ‘en 8l cerebro primitive especialmente en las regiones dorsa
les, alrededor del conducto cerebral ¥y ventriculos (Dow y Mec
Ferran, 1962; Olanéer y cols., 1966; Gustafsonr, 1975).

Tambiéh pueden encontrarse inclusiones intranucleares en
neuronas, astrocitos y oligodendroglfa, particularmenie de la
corteza cerebral, ¥y ocasionaimente pueden observarse en cflulas
de Purkinje, cerebro primitive y cuerda espinél (Déw;rMc Ferran,
1962).

La infeccién experimental, con cepas neu otropas, produce
una necrosis no selectiva y extensa gque conduce a una brengui-
tis, bronguioclitis y alveolitis necrosante (Baskerville, 1973a;
Ducatelle y cols., 1982).

En bronguios, 1la lesidn se extendid frecuerntemente desde
la membrana basal, con destruccidn del tejido muscular liso y
tejide conectivo, también hubo exudacibn de fibrina y hemorra-
gia (Baskerville, 1972b; 1973a). A nivel del septo interalveo-
lar, el virus se multiplica en todc tipo de célulasg, incliusive
los nevancitos tipo I y IT fueron comunmente destruidos (Bas-
kerville, 1973b).

El estadio agudo de la infeccidn se observd desde las 24
horas hasta el sexto dia posincculacidn y las células presen-
tes en las lesiones fueron predominantemente mononucleares. A
partir del 4ia 5 aparecid una resccidn linfo-reticular en la
periferig de las lesioneés; los restos celulares y fibrina fue-
ron removidos por los macrdfagos desde el dia 4 posexposiciénp

Ia reorganizacidn del exudado, continud desde el dfa 4 al dfa
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14, y fue llevada a cabo por fibroblastos, coldgeno y fibras
elésticas; el épitelio fue posterirmente regenerado con célu-
las epiteliales mediante mitosis y posterior difergnciacién, ég‘
te a pesar de las mitosis no se observd hiperplasico; la'regeng'
racidén de los oilioé bronquiales se realizé a partir del dfa 6
posinfeceidn (Baskerville, 1972b; i973a; 1973b).

Log cambios exudetivos y_necrosantes; particularmente los
observados en la superficie de los bronquios, asi como la preQ
sencia de inclusiones intranucleares en las células eﬁitel;ales
de bronquios y alveolo, hacen gue sea ppsible diferenciaf este
tipo de neumonia de la producida en la Influenza porcina y neu .
menia eﬁzoética (Livingston ¥y cols.,1972;‘Baskervi11e, 1973a;

Easterday, 1975).

5.3.7. Latencia

la perpetuacidn de las enfermedades virales,requiere de al
glin mecanismo que haga posible la supervivencia del virus entre
los intervalos de infeceidn huesped a huesped (Mims,1972).
_ La latencia ha sido definida como?la relacidn que se estg'
blLece entre el virus y el huesped despucs de la infecciSn ini-
cial, y se caracteriza por la persisfencia del virﬁs de por vi
da (Stevens, 1971). También se ha definido como la capacidad del
genoma viral de integrarse en el DNA éelular (5mith,1979), reac
tivarse en determinadas situaciones y provocar la recurrencia
de la enfermedad en el animal o infectar a animales susceptibles

a su al rededor (Rouse y Babiuk, 1978), ,

Las primeras evidencias de la latencia del .-VEA fueron apor
tadas por observaciones epizootialdgicas acerca de la persisteg
cig y diseminacidn de la enfermedad.

En general se admitfa gque los focos ocurren,en granjas aisg

1ada5,desPu§s de; parto de una cerda recién comprada.
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Eojnok en 1965 demostrd que es posible aislar el virus,
cinco meses despuds de la enfermedad, de cerdasp®pario y le-
chones que aparentemente estaban sanos; estos datcs permitie-
ron sugerir la existerncia de portadores asintomdticos. ILa ex~
crecifn del virus se observS en presencia de inmunidad humoral
en.las cerdas y calosiral en lechones; el periodo mas large de
excrecidn fue de 14 dfas,

En animales de engorda tambien existen evidencias de infec

ciones latentes. Howarth(1969) comonta gqu

1]

la enfermedad se pro
duce en ondas epizolticas y que la aparicién coincidf{a con cam-
bios de tipo climdtico. Gustafson (1975) observa que muchos cer
dos, agrupados de distintos origenes, enferman justo antes de
saragistribuidos a otras explotaciones.,

Después de la infeceidn natural el virus puede persistir,
en las explotacicnes de engorda, a pesar de la presencia de a7’
ticuerpos neutralizantes (Sabd y Grunet, 197lj, En una muestra
de 528 cerdos, clinicamente normales, un 3,4% fueron identifi-—
cados como poritadores asintomdticos; el virus fue recuperado,
por inceculacidrn a cultivos celulares, de hisopos nasales o fa-
ringeos (Kojnok, 19565).

Simeonov (1973) demostrd gue cerdos clinicamente recupsera
dos de la enfermedad fuerbn capaces de infeciar a cerdos sanos,
puestos en contacto con los primeros, & los 60 dfas posenfermne
dad.

Vammier (1982) atribuye la existencia de infecciones laten
tes, en las unidades de engorda, al sistema de manejo y comenta
que el sistema "todo dentro todo fuera" evitarfa que el lechén
recién destetado entrara en contacto con snimales, de distintas
edades, potencialmente ecretores de virus.

Sabo y Grunet (1971) setialan que el virus puede ser recur

perado, despuéds de la infeccidn, 2l menos durante 10 meses, tan’
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to en explotaciones vacunadas como no vacunadaS; ¥y fue recupersg
do mds a menudo de cerdos destetados,que de reproductores o lag
tantes. .

La posibilidad de que el cerdo destetado introduzeca la in-
feccidn en las unidades de engorda no ha sido demostrada. Koj-
nok (1965), en un experimentc con dos cerdos procedentes de ma-
dres que habfan excretado el virus durante el periodo de lacia-— '
cidn, no mostraron gintomas clinicos,ni se aisld virus,ni presen
taron anticuerpos neutralizantes durante los 6 meses de cbserva
cidn.

3i 1la infeccidn permanece y difunde en las explotaciones
después de la enfermedad, cabria preguntarse que mecanismos pug
den estar involucrados en la persistencia. la mayoria de autores
coinciden en afirmar que el virus deja de aislarse después de
10 a 20 dias de la inféccién, nazural o experimental (Sabo,l9§9;
Beran y cols,, 1980; Wittman y cois., 1980; Mock y ¢ols., 1981;
Mc Ferran y cols., 1982). Seglin Sabo (1969) este intervalo po-
dria ser suficiente para infectar a un cierto nidmero de anima-
-les susceptibles y mantener 1z circulacidn del virus, en la ex-
plotacibn, durante largos periodos.

Otros autores sostienen gue el VEA puede ser aisiado por
periodes relativamente largos después de la iﬁfeccién. Thawley
¥ cols, (1980) lograron el aisiamiento de dos cerdas,a los seis
neses de la enfermedad, afin habiendo sido vacunadas durante el
foco. Simeonov (1873) detecta el virus,en suspensiones de tonsi
las, 4 ﬁeses'después de la recuperacién clinica. Nikitin (1961),
mediante la inoculacidn de homogepados de Srganos a conejo, re-
cuper$ el virus de pulmén y otros frgancs los dafas 60, 103y 153;
y de puimén, Unicamente, el dfa 186 después de un foco con sin-
tomatologia clinica.

Yediante 1z t&cnica de ceocultivo y cultive de fragmentos
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de tejidos de animales recuperadcs de la enfermedad, y sacrifi-
cados secuencialmente, Beran y cols. (1980) aislaron VEA de ton
silas y de una mezcla de ghnglio trigémino+nervio Sptico+nervic
olfatorio, de forma continua, desde el sexto mes hasta el trecg
avo despufs de la inoculacidén; mientras que,de los homogenados
libres dé células, sbio lograron el aislamiento hasta el dfa 13,
Sabd y Rajehni (1976), en un experimento similar al anterior, lo
eislaron,al menos, hasta el sexto mes. La observacidn de gque el
virus deja de aislarse, por los métodos cifsicos de'aislamiento
viral de forma continua, y a partir de este momento pueda recu
Perarse de cultivo de fragmentoé o cocultivo, sugeriria la capa
cidad del virus para reactivarse, ﬁajo ciertas condiciomes, y
producir particulas infecciosas; ésto explicaria la excrecidn
discontinua del VEA.

7 Ia evidencia de que el virus puede integrarse en el genoma
de las células ha sido demostrada mediante técnicas de hibridizg
cifn de dcidos nucleicos. Gutekunst (1979) detecté el genoma vi
ral en el DNA celular extraido de gdnglic trigéminc y tonsilas,
en ¢inco de seis cerdos, a los 7 meses después de la infeccidn
experimental; en cerdos vacunados sélo lo detectd en ganglio tri
gém}no & los 5 meses posinceulacidn.

En otro estudio, la deteccidn del DNA viral se realizd por
hibridizacién de #cidos nucleicos,directamente sobre cortes hisg
toligicos, y se demostrs la integracibn en tonsilas y pulmdn .
hasta Ia sexta semana, mientras que en génglio trigémino hasta
la treceavs semana posinoculacidn; en este mismo estudio tam-
bifn se detectd mRNA virsl en bejidos neuronales (Rzika y cols.,
1982),

Gutekunst y cols. (1980) demostraron la integracidn en una

cerda,procedente de una explotacidn afectada, con bajos situlos
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de anticuerpos neutralizaﬁtes, por técnicas de cocultivo e hi-
bridizacién.

Hasta aqui, estos trabajos apoyan 1a integracién del wvirus,
especialmente en tejidc nervioso, tanto em la infeceidn natural
como -experimental; pero cabe preguntarse cuales son 1&5 condicig
nes que provocan la reactivacidn y posterior excrecidn viral,

Para Kojnok (1965) seria por el efecto del parto ¥ pars Ho
warth (1969) estaria relacionado con cambios climéticos.

Me Ferran y Dow (1964) fueron incapaces de provocar la ex-
crecidn del virus,de cerdos plenamente recuperados, por exposi-
cibn & una variedad de situaciones (anafilaxia, dieta, cambios
de temperatura, cortisona...).

Sabd y Rajcéni (1976), despuds del tratamiento con cortiso
na, aislaron el virus por cocultivo perc no de la regidn nagofa
ringea; por lo que concluyeron que no se producia exprecién por
la mucosa nasofaringea.

Rziha y cols. {(2982) reactivaron el virus mediante la ino-
culacién de 1250 mg/animal de prednisolona, durante 3-4 dfas;el
‘virus se detectd,por cocultivo y cultivo de ffagmentos,de diver
gos Srgancs y pulmdn hasta la semena 32, y del sistema nervioso
central hasta sexagésimocuarte semana, Sin embargo no midieron
excrecidn viral. _

Wittman ¥ cols.{(1982b),en un experimento similar,observa-
ron sintomatologia después de la inmuncosupresidn ¥y él virus se
detectd,en exudados nasales,desde el dfa 3 2l dis 14 posinocu-

lacidn de prednisolona.

Algumos de los métodos propuestos para la deteceidn y eli-
minacion de portadorss latentes del virug son: biopsia de tonsi
"las para cocultivo o cultive de fragmentos { Beran y cols.,19801};

remcvey los cerdos <con bajo titule de anticuerpos neutralizantes
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(Gufekunst y cols., 1980); remover todos los animales seroposi-
tivos en explotaciones donde no se vacune (Thawley y cols.,
1979); eliminar todos los animales pesitives a2 la prueba de hi_
persensibilidad retardada (Smith, 1979); hibridizacién de 4ci-
Cos nucleicos en biopsias tonsilares (Gutekunst, 1979; Rziha y
Cols., ;982); inocular.corticoesteroides ¥ recuperar el virus
de exudado nzsal u obgervar seroconversidn (Wititman y cols.,
_l982b}detectar un polipéptido tempranc, cue se produce durante
le latencia, por inmanofluorescencia de bilopsia tonsilar (Green
¥ cols., 1931).

5.3.8, Cevas y marcadores de virulencia

Las primeras sospechas acerca de la existencia de dife
rentes cepas,proceden de las observaciones en la variacién de
severidad, cuadre clinice, lesiones macro y microgedpicas, tro—

pismo... de la enfermedad naturai ¥ experimental (Lautie, 1969).

En el campo se han aislado cepas.espontaneamente atenuadas
para cerdo como la cepa K ( Bartha, 1961), la cepa SUCH-1 (Sko-
da y cols., 1964) o la cepa aislada por Bodon y cols. (1968) de
un foco en cerdos cén problemas respiraterios.

las cepas aisladas en Irlands del Norte presentan notables
diferencias entre ellas. La cepa NIA-1 es neurotrdpica y produ-
ce un 5-20% de mortalidad sn cerdos de siets semanas (Déw ¥ Me
Perran, 1962); la cepa NIA-2 presenta una mortalidad similar a
ia anterior y lesiones pulmonares severas (Easkerville, 1973a);
la cepa NIA-3, en inoculacidn experimental, puede provocar una
mortalidad entre el 80 y el 100% a cerdos de siets semanas (Mc
Ferran y cols., l9?§); la cepa NIA-4, aislade de vacunc, mues-

tra virulencia atenuada para cerdo (Me Ferran y cols., 1979)..



72

Por otro ladc, se han producido cepas atenuadas experimen-—
talmente como la obtenida por Toneva (1961),por pases sucesivos
en palomo; las atenuadas por pases en embridn de pellc © fivro-
blastos de embridn de pollo {Skoda y cols., 1964; Zuffa y Polak,
1965; Bran, 1974); las mutantes termosensibles, selesccionadas
a partir de placas de pequefo tamafio e incubacidn a temperatu-
ras progresivamente més bajas (Toma, 1979a); mutantes resisten—
tes al tratamiento com 5 iodo-2 deoxiuridina c coan 5 BT omo=2 de
oxiuvridina (Tatarov, 1968; Tatarov y Gergov, 1981). Todis estas
cepas son avirulentas para cerdo perc presentan grados de pato-
genicidad variable para otras especies domésticas y de laboratp

ric (Tatarov, 1974; Toma, 1979b).

La existencia de cepas de campo con distintos grados de vi
rulencia,y la introduceidn de cepas atenuadasg para la vabunacién,
ha planteado el interrogente de si se pueden encontrar marcado--
res para:diferenciar el grade de virulencia, estudios epizcotig
légicos, control de cepas wvacunsles...; diversos trabajos mencig
nen diferencias entre cepas parsa el tamafio de_placa,'sensibili—
‘dad a temperatursa, sensibilidad a la triﬁsina, virulgncia para
ratén y conejo o anflisis del genoma por enzimas de restriccidn.

En relacién al tamafio de placa, Bartha (1961) observa gque
la cepa K produce placas de menor tamafio que iLas cepas virulen-
tas, aunque Skoda y cols. (1964) observaron un Tendmeno contra-
rio cbn distintas cepas. Zuffa y Grigelova (1966) tampoco encon
traron relacidn entre virulencia y tamfio de placa, mieniras que
Motovsky y Kounev (1979), tratando de seleccionar cepas con ba-
ja virulencia, mediante pases consecutivos en cultive celular ¥
aplicande la prueba de sensibilidad a la temperatura (1 hora a
5000), observaron que las cepas temperatura—sensibles producian

placas grandes (1.2 mm de didmeiro) y que las cepas vacunales
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(controles) ¥ las identificadas como temperatura-resistentes prg
dujeron placas pequefiags (0,8 mm de Qiémetro).

Algunos sutores coinciden en la observacidn de gque las ce¥
Pas naturalmente afenuadas v vacunales cgusan un efecto citopé-
tico reducido, que consiste en un redondeamiento celular, mien-
tras que las cepas virulentes producen sinecitios (Bartha, 1961;
Zuffa y Grigelove, 1966; Bodon y cols., 1968; Bitsch, 19%80).

La sensibilidad a la temperatura ¥ 2 la tripsins parecen
Sér,de utilidad para la diferenciacién de cepas. Arnaudov:(1975)
observa gque lag cepas aisladas de cerebro de cerdos afectados
de encefalitis fueron sensibles a la temperatura (1 hora a 5000)
¥y a2 la tripsina (0.5 mg/hl a 3700 durante 1 hora), en tanto que
las cepas aisladas de pulmones neumdnicos fueron mds registentes
a estas pruebas y la cepa vacunal MK {control) fue la més resis.
tente.

Platt y cols. (1979), comparando cepas de campo y vacunales,
cbhservaron marcadas diferencias entre ambos tipos, para la prug
ba de la temperatura y en el mismc sentido al experimentce anfe-
rior. En otro estudio Platt y cols. (1980) ratificaron lo ante-
rior para la sensibilidad a tripsina, y reportaron gque ssta prug
ba detectd diferencias entre cepas indistinguibles por la prue-
bae de sensibilidad a la temperatura. Platt {(1981), después ds pa
se serisdo,por cavidad nasal de cerdog,de tres cepas de campo ¥
una vacunal, no observd cambios de estas cepas pars.las pruebas
anteriores; por 1o que considera que el virus muestra estabili-
dad genética para estas dos pruebas.

Bl efecto de temperaturas swpradptimas sobre los cultivos
celulares infectados podria ser usado como prueba para la dife-
renciacién de cepas. Golais y cols. (1977) observaron gue en cg
lulas BHE-2L adaptadas e incubadas a'4OOC se inhibid 1la repliea

cibn de cepas atenuadas y las virulentas se multiplicaron a ta—
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sa normal; los autores sefialan gue el grado de inhibicidn de las
cepas atenuadas se correlacioné con el grado de atenuacidn.

Por ineculacién a animales de laboratorio, Partha (1961)
réporté que la cepa K no era letal para conejo, Mc Ferran y cols.
(1979) observaron que la cepa NIA-4 mataba al conejo pero en ha
ja proporcidn. Variss autores han encontrado cue las cepas ate-
nuadag en fibroblastos de embridn de polle presenten ausencia de
prurito (patognombnico del VEA de campo inoculado a conejo),pero
son letales para conejo {Skoda y cols., 1964; Zuffa y Polak,
1965; Bran, 1974). Otrcs autores han observado gue los tiempos
de superv1venn1a de los conejos inoculados con cepas vacunales
¢ atenuadas naturalmenre, son, mas .largos que los de cepas viru-
lentas (Arnaudov, 1975; Flatt y. cols., 1979; Tozzini, 1982},

En #atdh, Platt v cols. (I'980) sostienen gue el tiempo de
supervivencia permite diferenciar cepas vacunales de virulentas,
e inclusive cepas virulentas entre si. '

Veselinova {1981), en un estudio anatomopatolégico en cer-
dow, observd que las cepas virulentas fgeron predominantemente
meurctrépicas, mientras que las atenuadas (cebas-K y ME-25) fue i

‘ron menos neurctrdépicas pero fuertemente neumotrdpicas.

Otras técnicas_usadas no han sido de utilidad para diferen
ciar cepas. Ia electroforesis bidiréccional de polipéptidos del
virién o de células infectadas no mostrd patrones definitorios
(Gielkens y Berns, 1982); el andlisis en geles de poliacrilami-
da de las bandas obtenidas por inmunoprecipitacién indirecta e
inmunoeiectroforesis cruzada no dio resultados positivos {(Fauli
¥ cols., 1982); ni tampoco éor isbeleotroenfoque de particulas
infecciosas (Williams y cols., 1982) o densidad boyante del ge-—
noma (Ludwig y cols., 1982). C

Los estudios m4s prometedores para la diferenciacidén blo-
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quinica de cepas parecen ir encaminados khacia el estudio, por
enzimas de restriccidn, del genoma viral. En este sentido, Giel
kens ¥y Berns (1982) observaron que el patrﬁn electroforético,de’
log fragmentos del genoma de virus y viriones, es identice pa--
ra-und misma cepa y distinfo entre cepas; aungue algunas de &s-
tas postraron clerta identidad. Los autores sugieren gue los
fragmentos ue coemigran estdn muy relacionados, mientras gue
log que varian pusden ser debidos a delecciones o inserciones
en.la secuencia de bages.

Ludwig y cols. {1982) dividen los genomas de las distintas
cepas analizadas,en cuatro grandes grupos, atendiendo & los pa—
trones electroforéticos resuitantes del tratamiento con cinco

diferentes enzimas de restriccidm.

5.3.9. Papel del virus de la enfermedad de Aujeszky'en ios pro-

blemas respiratorios del cerdo

Los datos que podrian spoyar la participacién del VEA como
agente primario de neumonia, algunos de los cuales ya descritos
en apartados anteriores; serian a nuestro modo de ver los que Se
exponen a continuacidn,

El virus posee 1la caﬁaoidad de muliiplicarse en nasofarin-
ge, traquea y pulmén, produciendo lesiones leves en el tracto
respiratorio, Bristen cepas neumotropas asociadas a neunonias
severas (vease apartados 5.3.5% 7 5.3.6.).

En el cerdo de engorda la enfermedad tiende a manifestarse
de forma subclinica, pudiendo pasar desapercibida o seguir wm
curso caracterizade por alteraciones respiratorias de intensi-
dad varijable, acompafiadas o no de afectacidn nerviosae ligera
{vease apartado 5.3.4,).

Las cepas neumotropas, lag atenuadas naturalmente y las vy
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cunzles muestran un compeortamiento parecido para los marcadores
de virulencia (ver 5.3.8.).

En explctacicnes pequeiiag, de menos de 50 reproductoras,
ia enfermedad es autolimitante ya gque todos 1os‘anima1es adquie
ren altes titules de amticuerpos neutralizantes, en cortos pe-
riodos de tiempo; en explotaciones mayores de 100 reproductoras
la enferiedad tiende & establecerse de forma enzoética (Sabo ¥
Grunet, 1971; Akkermans, 1976; Ursache y cols., 1977; Cartwright,
1582). R vifus continma circulando en estas fltimas bien por
roturas en la inmunidad de hato, bien por la capacidad del VEA
rara esiablecerse de Torme latente {vease 5,3,7.) o ambas situa
ciones en inferaccidn, lo que explicaria la existencia de ciclos
de reinfeceidn que se manifestarian con formas clinicas leves y-
respiratorias en engorda (Tomz y cols., 1981; Pensesert y cols.,
1982; Vannier, 1982; Andersen, 1982; Akkermans, 1970).

L& reactivacidn del virus con corticoesteroides produjo una
enfermedad leve en cerdes, con fiebre, anorexia, salivacidn, ¥
uno de los animales presentd neumonia severa (Wittman y cols.,
1982b) . )

En un trabajo realizado en Bélgica, sobre 35 unidades de
~engorda,con problemas respiratorios, y analizadas pars presen—
cia de virus Influenza y Aujeszky, se encontrd gue en 12 se ailg
18 Aujeszky, en 7 Influenza y en otras 7 ambos virus (Andries y
cols., 1981).

Motoveki (1975) encuentra el virus en sgiete de ocho explo—

taciones,de engorda, con problemas de bronconeumonia.

En los Uitimos tiempos, la enfermedad ha adquirido impor-
tancia debido a la extensidn progresiva, a pesar de ias medidas
de control ntilizadas(Toma, 1980; Baskerville,1981; Frescura y

cols., 1982; OtConncr y Lenihen, 1982; Vannier, 1982). La vacu-
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nacidn, con vacuna viva atenuada o imactivada, no proteje al
cerdo de ia infeccidn experimental con virus virulento; aunque
21 evitalas graves pérdidas econdmicas, disminuye la sintomato-—
"logia clinica produciendo formas benignas de la enfermedad y re
duce el tiempo de excrecidn y la cantidad de virus liberada sl
‘medio (Sabo, 1969; Mc Ferran y Dow, 1975; Mc Ferran y cols.,
1979 y 1982; De Leeuw y cols., 1982), Hasta ahora solo se ha rg
bortade una vacuna, en lo revisado por nosotros, gue no presen—
ta excrecibn virasl después del reto con virus viruleato (Maes s
Schutz, 1983).

La vacunacidn no previene del establecimiento de la laten~
cia tras la infeccidn con virus virulento (Crandell y cols.,
1979; Gutelkunst, 1979), pero no se ha demostrado qﬁe el virus
vacunal pueda pasar a la fase de latencia (Mock. y cols., 1981).

Zuffa y Polak {1965) junte con Terpstra y Pol (1982) no ex
cluyen_que los virus vacunales nb puedan ser excretados, mien-
tras que segin lc Perran y cols. (1982) la mayoria de cepas va-
cunales no presentan dicho riesgo.

En relacidén a lo mencionado hasta aqui, no debe extrafiar—
nos la siguiente observacidn: 21 uso de 1la vacuna inactiveda en
Francia ha reducido el nﬁﬁero de focos anuales ¥ ha disminuido
ias pdrdidas econdmicas, pero el nlmero de Departamentos afecta
dos ke ido aumentando y permite la evolucidn de los focos con
una sintomatologia mds discreta, sobre todo pulmonar en cerdos
de engorda, que oscureceria el diagnbstico (Toma, 1980); algo

similar se ha observado en Bélgica (Pensaert y cols., 1982).
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5.,4. Pasteurells multocida

Las bacterias del génerc Pasbeurella han sido asociadas a
una gran variedad de procesos infecciosos en lag distintas espe
cies animales. En el cérdo la Pasteurella mis comimmente cbser—
vada es P.mulfocida, aunque no se la considersa considera agente
primaric de la enfermedad si no como oportunista en procesos neu
ménices y rinitis atréfica.

Bl nombre de Pasteurella fue introducide en homenaje a Loy
ig Pasteur, por sus observaciones sobre cdlera aviar, El ndémbre
actual de la P.multocida fue acufiado por Rosenbusch y Merchant

en 1939.

5.4.1. Caracterigticas generales

ILas cepas de P.multocida aisladas de animales que han pere
cido de la infeceidn, a la tincién de Gram,se observan como baci
los gramnegativos, ovoides, cortos, capsuladbs ¥y una bipolaridad
eldsica; midiendo aproximadamente 1 X 0.5-0.8 P Aunque la mor
‘fologia ¥ caracteristicas tintoriales pueden variar, particular
mente cuando se aislan de tracto respiratorio superior y des-

Hpués de subcultivos repetidos en medios artificiales; en esas
circunstancias deja de observarse la bipolaridad ¥y pueden tomar
forma de bacilos alargados, de hasta 5 x 1 Pm, con pérdida de
cdpsula (Buxton y Praser, 1977; Carter, 1978).

Estos microorganismos sSon inméviles, ne esporuvladeos, anae—
robios facultativos v crecen bien en medios sintéticeos, enrique
cidos con sangre o suero. Para el aislamiento primario pueden
inocularge directamente placas de‘agar sangre, pero con la ino-
culacifn a ratén se mejoran los aislamientos (Carter, 1978).

Pedersen (1982) obtiene 18 aislamientos por cultivo direc-

to frente a 74 tras 1a inoculacién en ratén, de casos de rini-
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tis atrdfica. Cowart y Backstrdm (1984), también de muestras na
gales, encuentran un 16.6% de P.multocida en agar sangre contra
un 35.2% de aislamientos en la inoculacibn paralela a ratln; es
tos autores demostraron que con ia técnica en ratén se aumenta
1a'proporcién de bacterias con tipo capsular D. En pulmones neu
ménicos, Pijoan y cols. (1984) han detectado vm 49.6% de aisla-
mientos por cultive directo y un 58.4% de aislamientos en raidn.

Las colonias bacterianas, en medios sblidos, son de tamaiio
mediano, redondas, brillantes, grisaceag. Se han observado va~
riantes coloniales lisas~iridiscentes; mucosas—iridiscentes y
rugosas—azules (Carter, 1975). |

5.4.2, Caracterizacidn antigénica

Los antigenos capsulares han sido estudiados por distintos
autores. Roberts (1947) definid cuatro grupos: I, II, Iily IV,
mediante pruebas de proteccidn cruzada. Carter {(1955), por hema
glutinacién indirecta, procedimiento en el cual se adsorben los
polisacdridos capsulares a glébuios rojos, ratificd la existen-—
cia de cuatro tipos de cdpsula: &, B, C y D; mds tarde el sero-
grupo C se descartd para establecer un nueve tipo E (Carter,
1961 y 1963). Ia clasificacidn de Carter se corresponde con la
de Roberts del siguiente modo B/I, A/II, E/III, D/IV.

El grupo de Carier posteriormente encontrd dos métodos, no
serolégicog, répidos para la determindcién de los tipos capsula
res A y D, Carter y éubronto (1973) describen un método de aglu
tinacifn répida, con acriflavina, para diferenciar las %ipo D.
Carter y Rundell {(1975) demostraron la sensibilidad 2e las bac-
terias tipo A 2 la decapsulacidén con hialuronidasa estafilocbei
Ca.

Ademés de los antigenos capsulares se han estudiado los an

ESTA TESIS NO SALY
TE LA BIBLIOTERCA
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tigenos somdticos de pared celular. Namioka y Murata (1961), uti
lizando un método de aglutinacidn en tubo con bacterias decapsu
ledas por tratamiento 4cido, observaron 15 tipos antigénicos. Ia
zglutindcién de las bacterias tipo A puede estudiarse tras la
decapsulacién con hialuronidasa testicular o estafilocdeica(Car
ter, 1972). Mediante una téenica de inmunocdifusidn en gel, para
la detecciln del antigeno termoestable de la pared ce;ular, Hed
dleston y cols. (1972) reconocieron 16 diferentes‘antigenoé,sin
relacidn al tipo capsular.

Los dos métodos para caracterizar antigenos sométicos pro-
ducen resultados similares, y se considera que el mayor compo-—
nente de 1& especificidad del antigeno somdtico reside en el 1j
_popolisgedrido {Brogden y Rebers, 1978; Shigidi y Mustafa,1980).

Brogden y Packer (1979) por estudio comparativo de los mé~
todos de tipificaciéﬁ para antigenos capsulares y sométicos, ok -
servaron una falta de correlacidn entre los distintos sistemas,

Bhasin y Lapointe-Shaw (1980a y b), por inmuncelectrofore~
sig cruszads, evidenciaron 55 antigenos citoplasmdticos y 19 de
‘envuelta. Al comparar los distintos métodos de extraccién de an
tigenos capsulares y somfticos, observaron que cada sistema de
extraccidn poseia un cierto nﬁﬁero de proteinas diferentes, y &s
to explicaria la falta de coincidencia en los métodos de tipifi
cacidn,

_ Ia complejidad antigénica de la bacteria permitiria expli-
car la bébil immunigad cruzada que se ha observado por inmunizg
cidn experimental a ratén (Rimler y Boycott, 1979; Van der Narel
¥ cols., 1984), asi como la poca utilidad de la vacunacidn en

cerdo (Pijoan y cols., 1982).

Se han realizado estudios acerca de los tipos antigénicos

més comunes en cerdos, para fines epidemiolbgicos y de vacuna-
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cidn. _

Carter (1967) publicd Zos datos de 297 aislamientos, de
distintas partes del mundo, 2 partir de diversos cuadros clini-
cog en cerdo; 157 se clagificaron como tipo 4, 118 tipo D, 2 ti
Po B ¥y 19 no fueron clagificables. las bacterias tipo B proce-
dianlde cuadros septicbmicos.

Buxton y Fraser (1977) sefialan que los tipos capsulares,en
combinacibn con los somdticos, mds frecuentes en cerdos son:
A:i, A3, A:5, D:1, D:4 y D:10; aunque los sutores no coméntan
el origen nasal o pulmonar del sislamiento.

Pijoan y cols. {1983) encontraron 222 P.rultocida en pulmo
nes neuuénicos de rastro, de las cuales el 97.3% fueron deil +ti-
po capsular A y el reste del tipo D.' La combinacidn de antigeno
capsular -y somdtico mostrd A:3(5) en el 39.1%, A:3(4,5,22) en

81 12.2%, A:3(4,5) en el 11.2%, A:3(5,12) en el 10.4%, A33(6)
en el 8%, 3:5(6) en el 8%, D:5 en el 33% y D:3(5) en el 33%.

Vgn Meyeringh y cols. (1977), en aislamientos de cavidad
nasai,‘encontraron un 27 % del tipo 4, un 71% del tipo Dy un
2% del tipo B; la proporcidén de los tipos A y D fue similar tan

to en explotaciones afectadas,como no, de rinitis atréfica.

504.3- Patologf.a

La P.multocida es un comensal frecuente de la nagofaringe
¥ puede persistir alll, sin dafic aparente para el huesped (Col-
ling, 1978)/ '

. Aungue la adherencis a epitelios no parece ser una caractg
ristica de esta bacteris, Harris y Switzer (1968) observaron que
la colonizacidn nasal se vio favorecida despuds de la inccula-

cifn de Bordetella bronchiseptica; Pedersen y Elling (1984) sbé-

1o produjeron 1z colonizacifn nasal después del itratamiento con
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una solucién de dcido acético al 1% sobre la mucosa; Gols y
c0ls.(1983) obtuvieron la colonizacidn nasel, a corto y largo
plazo, en cerdos obtenidos por cesarea y privados de calostro,
por inoculacidn nasal de le bacteria. Estos resultados sugieren
que la bacteria séleo coloniza la& mucosa de la nariz bajo deter-
ninadas situaciones predisponentes.

Le colonizacidn nasal podria explicaer el gue las bacterias’
pueden cdescender hasta ¢l tracto respiratorioc inferior del mis—
mo animal, o de animales cercanocs libres que se infectarian por.
inhalacidn de los serosoles liberados de‘los-cerdos por-iadores,
' Pijoan y cols. (1982),en un experimento con P,multocida ti
po A inogculada a cerdos, observaron que los animales control,
que no estuvieron en contacto dilrecto con los inoculados, desa—
rrollaron anticuerpos una semana después gque los demds; por 1o
que concluyeron cue P.multocida es capaz de difundirse ripida-
mente en las explotaciones.

la inoculacifn experimental no reproduce los sintomas y
lesiones de la enfermedad respiratoria (Carter, 1975; Pijoan y
cols., 1982; Gois y cols., 1983), sin embargo P.multocida es
unc de los agentes aislados con maycr frecuencia de pulmones
neuménicos (Kielstein y cols., 1977; Ochos, 1578; Yamamotb ¥
Ogata, 1982), Ademds esta bacteria muestra una relacidn signi-
ficativa con lesiones neumdnicas (Ochoa,‘1978; Gois y cols.,
1980; Cowart y Backstrdm, 1984; Morrison y cols, 1984}).

S¢ ha demostrado que esta bacteria puede producir patdio—
giz 3615 cuando es inoculada en combinacibén con. otros agentes
gue disminuyen lcs mecanismeos de @efensa pulmonares (Kielstein
y cols,, 1977; Raynaud y cols., 1977; Pijoan y CQchoa, 1978b;Eit
Yle ¥y Harding, 1980)}. Bentley y Farrington (1980) son los tmi-
cos en producir neumonia,experimentalmente, por inoculacidn in-

tratraqueal de P,multocida fmicamente, pero ia bacteria usada
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en gste caso fue una tipo B; las tipo B se han reportado como
causantes de gepticemia aguda en cerdos (Murty y Keushik, 1965)

¥ son extremadamente raras (Carter, 1975).

Los mecanismos de patogenicidad ern la infeccidn por Pasteu-
rella no estén bien aclarades y se han propuesto diversas teo-
rias. ‘ '

En las Pasteurella tipo B ha sido desecrita una toxina, de
composicidn proteica, a 1la que se ha hecko responsablie del cua—
dro septicémico (Carter, 1978).

Ia endotoxina de P.rultocida se hz relacioﬁado’también‘con
la virulencia (Rebers y Heddleston, 1974; Rebers y cols., 1980).

Por incculacidn experimental en ratén, se ha observado que
log tipos capsulados son mds virulentos que los no capsulados
{Certer y Bigland, 1953) y se ha ébservado resistencia a la fago
citosis de las cepas capsuladas (Maheswaran y Thies, 1979); ads
‘més la cipsula podria proteger a la bacteria de la accidn del
cemplemento y de la opsenizacibn, _

La disminucidn.de la eficiencia de lag células fagocitarias
se ha tratado de explicar por un mecanismo, similar al utiliza-

do por Pasteurells haemolytica, seglim el cual la bacteria produ

cirfa un factor citotéxico pera macréfagos y neutrdfilos (Kaeh-
ler y cols.,1980; Markbam y Wilkie, 1980; Benson y cols., 1978).
Recientemente De Jong y colz. (1380} detectaron la produc-
cidn de una dermonecrotoxina por F.multocida ftipo D. Estas bac—
terias productoras de exotoxing han sido asociadas, junto con

B.bronchiseptics, como agentes capaces de producir lesiones se-

veras en cornetes nasales (De Jong y cols., 1980; Pedersen y Bar
fod, 1981; Sch¥ss y Thiel, 1984). La inoculacién intranasal de
la toxina, a cerdos gnotobidiicos, provoca atrofia marcada de

cornetes (Martineau ¥y cols., 1982).
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Las P.multocida tipo D productoras de toxina colonizan la
nariz, de cerdes inoculados con B.bronchiseptica, por tiempos
wds prolongados que cuwalguier otro tipo de P.multocida (Rutter,
1983).

La. toxina presenta las siguientes caracteristicas fisico-
quimicas: es inactivada a 56°C Gurante 30 minutos, sensible a
proteasa Ky a una solucidn de formalina,al 0.2%,durante 18 ho-
rag a 3706, parece ser sensibie a tripsina, precipita con solu-.
ciones del 30-40% de sulfato de amonio, permanece en el sobrena
dante tras centrifugacién a 150000x g ¥y tiene un peso molecular
éproximado de QOOOO daltones (Rutter, 1983; Van der Heyden y '
cols., 1984).

Los antisueros obténidos por inoculacidn de la toxina o de
la bacteria a animales, neutralizan los efectos de la toxina
(Rutter, 1983; Pennings y cols., 1984; Rutter y cols., 1984).

La toxina_puede obtenerse del sobrenadante de un cultivo
bacteriano (De Jong y cols., 198050 por gonicacidn del medio
con bacterias y posterior clarificacién por centrifugacidn (Ru-
tter, 1983),

Para la deteccifn de la toxina se han usado diverscs siste
mas bioldgicos: incculacidn intradérmica en cuyes (De Jong v
cols., 1980), estudio de letalidad para ratén por via intrape—

- ritoneal (Rutter, 1983), toxicidad para culfivos celulares (Ru-
tter y cols., 1984_; Permings y cols., 1984) y medicifn de ls
atrofia de cormnetes en cerdo {(Martineau y cols., 1982).

Reéientemente Schiss y Thiel (1984) no encontraron Pasteu-—
rella productoras de tbxina en los aislamiehtos de pulmén; mien
tras gus, por el contrario, Pijoaﬁ v cols. {1984) encontraron
que un 80%,de las tipc D aisladas de pulmones neumdnicos,produ-
cian toxina. '

Algunos gutores han encontrado P,multocida tipo & producto
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rag de necrotoxina (S¥derlind y Bergstrdm, 1984).

Los cambios patoldgicos observados en pasteurelosis pulmo-~
nar. son muy parecides a los descritos en cascs de infeccifn por
lycoplasma, complicada por agentes secundaries (Carter, 1975).

Macroscdpicamente se observa una consolidacibn rojiza a
eris, deﬁendiendo de la antigiiedad de la lesidn. La extensidn
es variable, encontrandose generalmente afectados los lébulos
apicales y cardiaco: aungue tambifn pueden estar afectados los
16bulos intermedios y la porcidn anterior de los diafragmiticos.
Es frecusnte observar una pleuritis serofibrinosas con 0 sin ad-
herencias (Pijoan, 1982a).

Microscépicamente sé aprecia una bronconsumonia exudativa
con distribucidn lg¢bular. Inicialmente se encuentra una infilira
cidn leucocitaria perivascular y peribronquiclar, engrosamiento
del septo alveolar e invasién de neutrdfilos en espacio alveo—
lar; a medida que la lesifn progresa, se observa la presencia
de abundantes neutrdfilos, células mononucleares y exudado mu-~
copurulento en alveolos y bronguiolos, acompafiado generalmente

de una reacciln pleural fibrinopurulenta (Schofield, 1956).
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ITT MATERTAL Y METODOS

1. Coleccidn de muestras en rastro

Para estudiar la existencia, en explotaciones porcinas,
de interaccidn entre el virus de la enfermedad de Aujeszky ¥

Pagteurella multocida, a lo largo de un periodo de 5 semanas

se fueron tomando muestras porcinas, en el rastro de Cuautit-
lan, hasta un totzl de 106. Estimandose en 20 el nlfmero de

granjas comprendidag en el estudio.

1.1. Clasificacidn de las muestrsas

Ia clesificacidn primaria de ias muestras se hizo aten-—
diendo al aspecto macroscdpico del pulmén. De acuerdo con éste,
se etiguetaron comc "Pulmén neumdnico" 72 muestras recolectadas
de casos en los gue el pulmén wrostré 4dreas de consolidacifn
rojo-cscura, en 1dbulo apical y/o cardiaco; y 34 con la eti-
queta "Pulmén normal", correspondientes a otros tanitos casos
e los que nc se apreciaron slierscicnes macroscdpicas visibles.

En el muestreo no s¢ fomaron en cuenta Los pulmones que -
'mostraban signos de'neumonia" por aspiracidn, strituivle al

método de sacrificio.

1.2, Material para bacteriologia

1.2,1, Pulmbn neumdnico

Del drea neumdnica, con ayuda de tijeras y pinzas esté-
riles, se tomaron cueitro fragmentos de 1 cc qgue sze depositaron

e un tube estéril de 16x150 mm,
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1.2.2. Pulmdn normal

En estos cascs se tomaron, de zonas elegidas al aszar,
cuatro fragmentos de 1 cc. Las éreas muestreadas se seleccig

naron de los 1&bulos apicales y cardiaco.

1.3. Vaterisl vara sislamiento viral

1.3.1. Pulmdn neundnico

Se tomarcn 8~10 pedazos de pulmdr de la zoné, macroscé—
picamerte normal, proxims a la lesidn neumdnica. Cada uno de
los fragmentos, de aproximadamente 1 mm3, ge ¢olectaron en un
tubc estéril que contenfa 5 ml de MEN Eegle (con sales de Ear
le) al que se le habian zdicionads un 10% de suero de ternera,

1000 UL/rl de Penicilina'y 1 mg/ml de Estreptomicins.

1.3.2, Pulmdn normal

~ De las mismas zonas de las que ss& extrjo la pleza para
bacteriologia, se tomaron entre 8§ y 10 frgmentos de 1 mm3.
Estos fragmentos se pusieron en un tubo estéril que contenia
el mismo medic gque en el caso anterior.

Los tubos con muestra, tanto los de bacteriolegia como
log de aislamiento viral, ge depositaron inmedistamente des—
pués de la toma en una caja de "Poliuretano™ que conteniz una
mezcla de hiele y sal, Dentro de esta caja se transporiaron y

mantuvieron las muestras recolectadas ern el rastro hasta su

llegada al laboratorio de la Facultad.

13,3 : Para este tipc de anotaciones vease pdgina 120,
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1.4. Msterial parsa serologia

Para evitar equivocaciones a lg hora de emparejar las mues
tras bacterio y viroldgices con las destinadas al estudio de an
ticuerpos séricos, y para incidir lo menos posible en la cadena
de matanza del rastro, se recolectaron uncos 4 ml de la sangre
acantonada en cavidades cardfacas.

Esta sangre se dejé coagular en el tubo de recolecciSn. Tras
la retraccidn del codzulo, ¥ poéterior centrifugacidn a 1500 X g
en centrifuga refrigerada?durante 30 minutos, el suero se pas6.

a un nuevo tubo estéril, de 10 x 120 mm, donde se mantuvo congeg

'lado-(—7ooc) hasta su an&lisis posterior.

2. Aislamiento bacteriano

Las'biopsias pulmonares se homogeneizaron, en morteros ?en-
Broecf? con solucifn "A" de Dulbeccoe (1954) eztéril a la rela-
eidn 1:5 (p/v). Con 0.2 ml del homogenadc se inocularon ratones
KIH-3 por vfia intraperitoneal. _

' A las 24 horas posinoculacién, o antes si el enimal moria
en menos tiempo, se realizaron siembras a partir de higédo N
contenido cardfaco en placas de agar sangré? incubandose &stas
en aerobiosis a 37°C.

A las 18 horas, y atendiendo al aspecto colonial, las di-
férentes bacteriag aisladas se subculitivaron en nuevag placas

de agar sangre y, paralelamente, en placag de agar lc Conkey?

3. Identificacidn bacteriana por pruebas bioguimicas

Tras el estudio comparado de lo. publicade por diverscs au-
tores (Mc Allister y Carter,1974;Cowsn y Steel,1974; Carter,1975;
Simmons y Simpson,l1977;Thigpen y cols.,1978) llegamos a la con-—

(2} : Para este tipo de snotaciones vease pigina 120,



89

clugidn de gque el nfimero minimo de pruebas paré la identifica
cién, hasta especie, de Pagteurella debfa incluir las siguien
tes: tincidn de Gram, oxidasa, catalasa, oxidacidn/fermenta-—
¢idn, motilidad, crecimiento en agar Mc Conkey, hemolisis en
a2gar sangre al 3%, indel, ureaga, produceidén de SHs, produc-—
cidn de 4cido a partir de glucosa, sacaresa, manitol, rafinosa,
trehalosa y arabinosaﬁ Dandose tambidén importancia a caracte-
risticas mencs objesivas como morfologis colonial y olor del
cultive, Todas las pruebas anteriores se realizaron segin las
téenicas descritas por Cowan y Steel (1974).

_ Los cocobacilos grammegativos, bipelares, oxidasa y cata
lasa positivos, inmoviles, fermentadores de glucosa y sacaro-
sa, sin produccidh de gas, se consideraron pertenecientes al
género Pasteurella. Mientras que las gue no cumplieron con al
guéa de estas caracteristicas se clasificaron como "otros aig
lamientos”. _'

Lz clasificacidn, hasta especie, de las bacterias del gf
nero Pesteurella se hizo temiendo en cuenta lo publicado por
Carter(1975), Cowan y Steel(1974) y Thigpen y cols,(1978), re

sumido en el cuadro siguienteg
P.multocida P.pneumotropics P.urese P.baemolytica

Hemélisis( ) - - - +
e Conkey - - - +
Indol _ + + - -
Ureasa - + + -
Acido de:
Glucosa _ + + + +
Sacaroéa + + + +
Menitol + - + +
Rafinosa - + - +
Arabinosa Var Var - Var

Trehalosa Var + - Var
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En el esquema # 1 se resume todo el proceéo geguldo para

el agislamiento & identificacién bacteriana.

4, Tipificacidn de las Pasteulla multocida

18 caracterizacidn de las Pasteurella multocida aisladas

se hizo atendiendo &l tipo capsular y a la produceidn, o no,

de exotoxina dermonecritica.

4,1, Pruebs de la hialuronidass estafilocdcica

La bacteria a investigar se sembrd, por estria de agota-
miento, en placas de agar sangre al 5%. A continuacibn, se apli

T -

.’ ' ) . 4a) .
¢b el inbculo de Staphylococcus aureus perpendicular a cada uno

de 1los blogues de estrias de la siembra de la becteria en esty
dio, Y se incubaron las placas a 370C durante 24 horas.

Se considerd positiva la prueba cuando el Area de decap-
éulacién, alrededor de la estriz estafilocdeica, fue superior

a un centimetro,

4.2, Prueba de la hialvronidasa tegticvlar bovina

Con esta prvueba se pretendia confirmar los resultados ob
tenidos con la prueba anterior.

En primer lugar se disolvid en solucid salina tamponada
{(PE3), pHE 7.2, hialuronidasa testicular bovingapara conseguir
una concentracifn final de 1000 UI/ml. Esta sclucidn se este-
rilizd ﬁor filtracién con Miiliporé’de_0.22 ya de tamafio de poro.

La Pasteurella = snalizar se sembrd, en agar de infusibn
cerebro corazdn (BHIf, en una estfia recta tmica. En el cen~—
tro de dicka estria se deposiid un pedazc de papel de fildro
estéril, de 4x8 mm, y en &1 se depositaron 20 pl de la solu-

cidn de hialuronidasa testicular bovina.



g2

Las placas se incubaron a 3700 ¥ se leyeron a las 24 h,

- 4.3, Prueba de la Acriflavina

Para la realizacidén de esta prueba nos basamos en lo pu-
blicado por Carter y Subronte (1973).

Las diferentes P.multocida a tipificar se cultivaron en
caldo BHI y en caldo soya—tripticasgi 24 horas después, los
crecimientos se centrifugaron a 1000 x g durante 45 minutos,

El 1iquido sobrenadante se descartd, dejando une pequefia
cantidad del mismo para resuspendsr lasg bacterias del botdn.

. A cada tubo se le afiadid un volumen igual de una solucidn
de Acriflavind el 1:1000. Los tubos se agitaron hasta.una per
fecta mezcla de los componentes,

La lectura se realizd tras 5 y 30 minutos de incubacidn
a femperatura ambiente. La aparicidén de un precipitade granu-

lar se tomd come resultado positivo.

4.4, Produccidn de exotoxina dermonecrdiica

Para la deteccidn de las P.multocida tipo D productoras
de exotoxina dermonecrética se siguid la técnica descrita por
De Jong y cols. (1980). |

Se cultivaron las bacterias.en caldo BHT durante 18 horas
a 3700. F1 1igquido sobrenadante obtenido por cenmtrifugacidn a
3000 x g, durante 45 minutos, se filtrd con Millipore de 0.45
Jo de taﬁaﬁo de poro.

Los cuyes a inocular se raparon del lomo, y en cada una
de las 6 dreas en las que s &ividié éste se inocularon 0.1 ml
‘del sobrenadante filtrado a probar,rvia subcutanes.

A las 24, y a las 48, horas se leyd la aparicién, o no,
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de reaccidn cutanea {eritemz, edema, induracidn o necrosis).
Nota: Las reacciones eritematosas, con induracidn, de més de
1 em de didmetro se consideraron positivas. Repitiendose las
gue dieron reaccionss de C.5-1 cm.

Para estas pruebas (4.1, 4.2, 4.3 y 4.4) se emplearon 5
Pasteurelas tipo, que formaban parte de la coleccién de la Fa
cultad de Estudios Supericres Cuautitlin:

- Dos tipo capsular A: 1573 y PM-A

—~ Dos tipo capsular B: PM~LPF5 y 656

- Una D/hecrotéxica: ¥C—-Cap

5. Aislamiento del virus de la enfermedad de Aujeszky

Los tubos con leog fragmentos recolectadcs en rastro se Py
sieron a 37°C en e estufa de incubaciéﬁf con atmosfera de
€0y al 5%, por un lapso de 21 dlas. La acidificacidn del me-
dio se fué contrarrestando por la adicién de cantidades variag
bles de.una solucién acuosa de bicarbonato sédico al 3.5 por
ciento p/¥.

Los dias 7, 14 y 21 se tomaron cantidadeé de 1 ml. del
1fquido sobrenadante, reponiendo el 1fguido extraldo adicio=
nando un volumen igual de medio de cultivep fresco. Con el mi-

lilitro extraido se inccularon conejos y células PR~15.

541, Incculacidn a conejo

Con una jeringa de tuberculing se inyectaron subcutanea-
mente,a'conejogﬂ de 21 dias, 0,5 ml., del sobrenadante extraido,
Los snimales inoculados se mantuvieron en observacidn durante un

lapso de 15 dias, a la espera de la aparicibén de signos clini-
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cos de AMujeszky: rascado, irritabilidad y muerte.

Si bién la sintomatologfa de la enfermedad de Aujeszky en
conejo es sumamente caracteristica, pafa confirmar el aislamien
to log pasos a seguir tras la muerte del animallson:l) abrir la
calota craneal y extraer el cerebro,2) separar de Este lowm 16b3
los frontales,3) macerarlos en mortero Ten-Broeci,4) inocular
cflulas PE~15 hasta la aparicidn de efecto citopédtico (ECP) ¥y
4) examinar los sobrenadantes por microscopia electrdnica (ME)'a

en busca de particulas virales caracteristicas.

52, Inoculacién a célulag PK-15

Se cultivaron células PK-15 con MEK Eagle“(con sales de
Hanks), en tubos de Leightonﬁy‘suplementando el medio de culti-
vo con piruvato sédico 1 mM, 10% de suero de ternera y antibiéf
ticos (penicilina ~100 UI/ml- ¥y estreptomicina ~100 pg/ml-).

A la formacién del monocestrato se retiré el medio de creci
miento, lavé dos veces con solucién de fosfatos (PB3), pH 7.2,
¥ se infecbaren las células con 0.1 ml del sobrenadante extrai-
do del cultive de fragmentos. Los tutbos con las célulag se incy
baron durante 1 hora, a 3700,-para permitir la adherencia viral
a las células y la infeccidn de &stas, Transcufrido egte tiempo
se afiadieron, tras lavar dos veces con PBS, 1.5 ml/ftubo de me—-
dio de mantenimiento (MEM Eagle con gales de Earle, piruvato sé
dico 1 mM, antibidticos y 2% de suwero de ternera). Los tubos se
incubaron & 3700, durante un miximo de 10 dlas, checdndose dia—
rismente pafa cbzervar la aparicidén de ECP,

Las muegtras negativas, en las tres ocasiones en las que se
analizd el 1iquido sobrenadante del cultivo de fragmentos, tanto
?ara ECP en FPK-15 y sintomatologfa en conejo, se consideraron

negativas.
En el esquema # 2 se resumen los procesos anteriores,
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'SANGRE DEL CORAZON
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ESQUEMA # 2: Muestreo para virus de la enfermedad de Aunjeszky.
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1
6. Deteccidn de anticuerpos. séricos contra el virus de Aujeszky

De-las técnicas inmunoldgicas para la deteccidn de anticuer
pos (Ac¢), posibles de utilizar en nuestro laberatorio: seroneu-—
tralizacidn y reaccionse de precipitacién en gel; la primera se
descartd por dos causas fundementalmente, la exisbencia de sue~
ros citctdxicos y el alto grado de hemdlisis gue muchos sueros
presentaron (caracteristica de los sueros porcinos, acentuada
seguranente por el método de muestreo).

Consecuentemente quedd como nétodo a usar cualquiera de
las variantes de precipitaeién en. gel. Escogiendose la contra-—
inmunoelectroforesis (IEQP) por nuestra experiencis previa con
serologia de Peste Porcina Africana y por ser ésta wna técni-
ca que permite procesar, en poco tiempo, vn nfmero elevado de

muestras.

6.1_Estandarizacidn de la téenica (IEOP)

6.1.1, Preparacidén del antiseno

7 Basandonos en lo descrito por Pfeiffer y Schipper (1379)
se decidid probar dos de las formas diferentes de extraccién,
‘a las qué se intredujeron ciertas modificaciones. Fn lz pri-
mera el antlgeno (Ag) se obtuve por tratamlento con: Polisor—
bato 80 ¥ en la segunda por precipitacién con sulfate de

amonlo .

6.1.1.1. Extraceidn con Polisorbato 80 (Ag 1y2) Esquema #3

Se cultivaron c¢élules PK-15, en frascos Roux:con MEM Eagle
(con sales de Hanks) + 0.07%p/v de bicarbonato sédico, 10% de

suero de ternera, piruvato sédico 1 uM y antibidticos.
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Cultivo celunlar. de PE-15 de 24-48 h en botellas Roux

Tnfeceidn con 10 PPU/cel de VAC-1

11 a 37°¢

Afiadir 20 ml de MEM
Incubar en Shaker (30 rpm)

48n & 37°C

Afadir Tween 80
Incubar en Shaker (130 rpm)
S0
12h 2 37°C
Afiadir sulfato de amonio
Centrifugar a 2000 x g. (1k)
Dializar la capa cremosa con PBS
24% 2 4°C
Dializar contra agua destilada
0
1l2h a 4 C

Congelar el dializado & j7000

ESQUEMA # 3: Prepsracidn del Ag de Aujeszky para IEOP con Tween 80
\ .
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Los moncestratos confluentes se infectsron,durante 1 hora
a 3700, con 10 unidades formadoras de placa (UFP)/belula ael
virugs VAC-1 (virus de Avjeszky Cuaubitlan #1)

Tras la hora de adsorcidn se elimind el 1fquido de infec~-
cidn., las células se lavarcn dos veces con PBS, y se afiadieron,
a cada Roux, 20 ml de MEM Fzgle (con sales de Earle) + 0.22%
de bicarbonato sédico,.piruvato.sédibo 1 nM i antibidticos. No
adicionandose suero de ternera.

Las botellas infectadas se pusieron en un agitador o:bitaf:
a 30 rpm, con temperatura contrelada a 3700.

Una vez generalizade el ECP se afiadieron 0.2 wl de Poli-
sorbato 80 (un detergente no idnico).

. Los fragcos de Roux, con Polisorbato 80, se incubaron du-
rante 4 horas en el agitador orbital a una temperatura de 3700
¥y vna velocidad de 130 rpm.

Transcurridas estas 4 horas, las células y el liquido so-
brenadante se centrifugaron a 2000 X g,durante 15 minutos a 400.

Por cada 20 ml de sobrenadante se afiadieron 8.5 gr de sul
fato de amonio y, cuando la sal se disolvid completamente, se
volvi$ a centrifugar, durante 30 minutos, a 3000 x &'F 2%,

Tras esta centrifugacidn se descartd el liquido situado
por debajo de la capa cremosa ¥ Se resuspendié sta en 20 ml
de PES.

Pars eliminar completzmente el sulfato de amonic del ex-
tracto antigénico, se dializé frente a PBS, cambiando repetida
mente el 1fguido de didlisis. La comprobacién del estado de la
-didlisis se realizmd adicionando, la misma cantidad de una solu
cidn saturada de clorurc de Bariét a wna porcidén del dialiszado.

El Az asi obtenido se repartié em alicuotas de 1 ml y se

0.,
conservd a -70° C.
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Nota: El sntfgenc obtenido como se describe arriba se deng
mind "Ag 1" y como "Ag 2" al resultante de células, no infecta—

das con virus, tratadas de la mism2 forma que la descrita.

6+1.1.2. Precipitacidn con sulfato de amonio{Ag 3 y 4) BEscuema ##

Tras la aparicién de un ECP generalizado en los Roux, con
cultivo confluente de PK-15, infectados con VAL~1l como se expli
.06 en sl apartade anterior, se llevaron a cabo dos cicios de
congelacién~descongelacidn (~70°C/37OC).

Lag células adheridas al vidrio se desprendieron con la ayu
da de un raspador de silicona‘y se efectud un nuevo cieclo de
congelacifn~descongelacidn.,

Fl sobrenadante se clarificé.por centrifugacifn a 2000 x g,
durante 15 minutos, a 4°C. ‘

41 1{quido recolectado se le afiadieron 8.5 gr de sulfato de
amonio por cada 20 ml, y se dejd precipitando toda la noche a
4%,

Bl insolubilizado proteico se centrifugd a 1500 x g durante
40 minutos, & 400, tras lo que se descartd el'sobrenadante.

La pastilla formads 'se resuspendid en 20 ml de PBS. Esta
suspensidén se dializd y conservé como se hizo con log antigenos
anteriores.,

Hota: Se catalogd como "Ag 3" al resultanie de células in-
fectadas con VAC-1l, tratadas por el método anterior, y comc "iAg

4" al obtenido de células no infectadas,

6.1.2, BSuercs control

Los sueros control, negativo y positivo, fueron cedidos por

el departamentc de Epizootiologfa del INIP de Palo Alto {México),
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Cultivo celular de PK~15 de 24-48 h en botellas Roux

Infeccidn con 10 PFU/cel de VAC-1
1h 2 37°%
Afiadir 20 ml de MEM
Incubar en Shaker (30 rpm).
48n'2 37°¢
3 ciclos de congelacién-descongelacidn
Despegar las célulzs y centrifugar a 2000 x g (157)
Precipitacidn con sulfato de amonic (8.5 gr/20 ml)
120 a 4%
Centrifugar a 1500 x g (40 min)
Resuspender la pastilla en PBS
Dializzr frente a PBS
48h a 4%¢

Congelar el dialigado a -TOGC

ESQUEMA # 4: Preparacidén del Ag de Aujeszky,para IEOP,por pre-—
cipitacidn con sulfato de amonio.
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6.1.3. Soluciones tampdn

Para encontrsr lzs condiciones dptimas de corrida, se pro -

15
baron tres tipos diferentes de "buffers" de Veronal apH 8.6:

" 641,3.1, Veronal 0.219 M (Tampdén 1)

Trig §.86 gr

Ac. dietilbarbitirico 4,48 gr
Azida de sodio . 0.13 gr
Lactato céleico 0.106 gr
Cloruro sddico 7.07 &r .
Agua destilada 1000 ml

g.1.3,2. Veronzl 0.149 N (Tampén 2)

Tris 13.29 gr
e, dietilbarbitirico 6.72 gr
Azida de sodio ‘ 0.195 gr
lLactato céleico 0.159 gr
Agua destilada 1000 ml

6.1.3.3. Veronal 0,1986 ¥ (Tampén 3)

Tris 17.72 gr
Ac. dietilbarbitirico 8,96 gr
Azida de godio - 0.26 gr
Lactato chlcico 0.212 gr
Agug destilada - 1000 ml

6.1.4. Otros factores tomados en cuenta

Ademéds de lag variables arriba descritas se analizaron

otras gue, por las ceracterigticas de la prueba, podrian in-
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fluir de algin modo la resolucidn final:
-Dog diferentes distancias entre pocilles (5 y 10 mm),
~Dog tipos de agentes gelificantes (Azar Nobie &l 1% ¥y
Agarosiﬁal 0.65%),

~Tres tiempos de corrida (30, 60 y 90 minutos).

6.2, Realizacién de 1z prueba tras la estandarizacidn

Se disolvid,en el tampdn 2,ageross a la proporceidn 0.65:
100 (p/v).

Scbfe placas de vidrio perfectamente desengrasadas, de
84 x 94 cm, se distribuyo el gel en cantidades de 20 ml., Tras
1la gelificacidn se practicaron con la ayuda de un sacabocados,
cortes circulares de 3 mm de didmetro y a uvna distancia, entre
bordes, de 5 mm. Los cilindros de agar del interior de la zo-
ng de corte se sacaromn, creandose pocillos perfectamente resgpy
lares. De esta forma se fabricaron placas con 72 huecocs gue,
organizados de dos en dos contenian 36 "Unidades de contrainmu
no electroforesis”. ‘

El pocille, de cada "iUhidad", mas préximo al polo positi
-vo se 1lend con el suerc, control o problema, y el més préxi-
mo al polo negative con el antigeno, positivo o negativo,

Las cédmarss del aparate de electroforesié’se lienaron ¢con
el tampdn 1, conectandose lag piacas a aguellas por medioc de
hojas de papel de filtro empapadas en el mismo buffer de la qg
mgra.

la aparicidn de bandas de precipitacidn se analizd tras
ungz corrida de 20 minutos a 200 voltics y 25 miliamperios.

Las placas se lavaron con uné solucidn al 0,85% de cloru
ro sbédico, du:ante-24 horas, y se tifleron con aszul Coomesie
segfn la técnica descrita por Chrambach y cols. (1967), tras

la cual ge hizo una tltima lectura.
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7. Estudic de patogenicidad de las Pasteurelas aisladas

7.1. Material

- 192 ratones blancos, cepa NIH-3, obtenidos del bioterio
del Instituto Naclonal de Investigaciones Pecuarias de Palo
‘Alto (México), con un peso entre 10 y 24 gramos.

- 3 Pasteurelas controless PM-LP5, 656 y VC-Cap.

- 44 Pasteurelas aisladas en rastro.

-~ Balanza digitsl'y

~ Caldo de cerebro corazdén (BHI)({Difco).

- Caldo de soya-tripticasa (Difco).

- Centrifuga refrigera&a,—Damon/IEC Division, modelo DPR

6000.

- Espectrofotdmetro "Spectronic 88" de Bausch & Lomb.,

~ Cloruro de Benzalconio al 1:1000.

- Filtro Millipore de 0.22 pm de tamafio de poro.

- Pormaldehido al 10% en sol. salina tamponada (PBS),

~ dJeéringas de tuberculina.

- Material de necropsia.

- Matraces nefelométricos con 50 ml de caldo BEI.

- Micropipetas Eppendorf de 20 pl.

-~ Morteros Ten-Broeck.

- Placas de agar sangre (al 3%).
7.2¢ Método

De forma azleatoria se formareon 48 grupos, de 4 ratones,
gque se acomodaron en jaulas independientes con &gua y comilda
"ad libitum". _

las diferentes bacterias se cultivaron a 37°C, durante
tods la noche, en caldo soya tripticesa. Los crecimientos se |

centrifugaron a 3000 x g, durante 30 minutos, y el precipita-—
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do se resuspendid en NaCl‘° (al 0.85%) tras lavar dos veces con
PBS. La suspension se ajusté a una D.O.zpp de ).65.

- Cada uno de los cuatro ratones de cade grupo fueron ino-
culados, via intraperitoneal, con 0.1 ml de la suspensidn bac-
terlana"aJustada"

Tras la infeccidn los enimales se tuvieron bajo observa-—
cidn continua para poder anotar el tiempo exacto en que sobrg
vino la muerte de cada uno de los ratones.

Los animales, inmediatamente despues dc zu muerie, fueron
necropsiados y, con muesiras tomadas a partir de higado y cora
zén. se sembraron placas de agar sangre. Los ratones que no mu-—
rleron como consecuegncia directa de la infeccidn, fueron sacri
ficados & los-5 dias de la imoculacidn y se procesaron de la

misma forma que los demds,

8. Patrdn de remocidn de Pasteurellas mulitocida

a.1. Material

~'Bacteria: para éste, y estudios posteriores se elizid
la P. multocida VC-Cap por ser la Unica tipc D de referencia
con la uqe contdbamos, y por haber mostrado uma patogenicidad
media en el experimentc anterior.

- Aercsolizador: el aparato, cedido amablemente por el dg
parfamento de patolpgia de la Facultad de Medicina Veterinaria
de la U.N.A.M., estaba constituido por'una qémara de acrilico,
de 47 x 34.5 x 21.5 em, con cinco perforaciones circulares,
cuatro en las caras laterales y uns en la cara superior,_En
dos de las perforaciones laterales se acoplaron sendos nebuli
zadores’y a una de las otras dos se conecto un tubo de goma
por el que el aire del intericr era extraide por la accidn de,

" r
vna bomba de vacio. Entre esta bomba, ajustada a una presidn
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negativa de 37 cm de Hg, ¥y la cémara se puso un matraz con for
mol al 10% como medida de seguridad,

El cuarto orificioc lateral se cerrd con tapdn de hule,

Los nebulizadores, conectados entre si por mangueras de
hule y una pieza de vidrio en forma de "Y", fueron conectades
a una bombarajustada a una presidn positiva de 0.49 Kg/me_ Ba
Jo estas condiclones se lograba un aerosol.con tamafic de parti
cula dentro de un rangp préximo & 1 pm (Martines, 1984).

Ls abertura superior, de 21 om de didmetro, se ubilizaba
para introducir y sacar las jaulas (de malla metd&lica) en ias
que se ponian los ratones a aerosoligar. Esta aberturas se ce-
rraba hem&ticemente durante el periodo de aerosolizacidn, Este
aparato fue usado en este y todos los experimentos siguientes,

- Batones: Se emplearon 20 ratones Balb/c, procedentes del
bioterio del (entro Médico Nacional, distribuidos 21 azar en

cinco griupos de cuatre animales cada uno.

8.2, Metodo (Esquema # &)

Con un asa metdlica se tomaron cinco colonias de la P.
multocida VC~-Cap, previamente crecida en agar sangre, con las
que se inoculd un matraz nefeloméirico que contenfa 50ml de
caldo BHI. Bste se cultivd en agitacién a 37°C y 120 rpm, hag
fase estacionaria, que se comprobd por seguimiento del culti-
vo con el spectrofotémétro.

Alcanzada la fase estacionaria, el contenido del matraz
ge centrifugé durante 45 minutos a‘3500 x g —4°C— y el botdn
bacterianc obtenido fue lavado dos veces com PBS, pH 7.2; mis
mo en ¢l que, finalmente, se resuépendieron para obtener una
qoncentracién final de bacterias de, aproximadamente, 108 unl
dades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml).

De esta suspensidn bacteriana lavada y ajustada (SBLA) se

’
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20 Ratones (Balb/c)

Aerosol con Past. (LS min)
5 grupos x 4 animales {aleatori.)

l

On  6n  12h 24h  48h

Pesar y anestesiar cada animal

y
Desangrar y sacar paquete tordecico

]
Separar el pulmén del paquete tordcico

i
Homogeneizar el pulmén en PBS

‘Diluciones en bage 10 {(hasta 10'3)

r .
Sembrar 3 gotas/dilucidn de 20 j>as

24 h

]
Recuento de las UFC/sota -

ESQUENMA # 5



107

tomaron losg 10 ml con los queg, ¥ repartidos equitativamente en
tre los dos nebulizadores de la cémara, simultaneamente se ae—
rosolizaron lqs 20 ratones del experimento,.

Tras 15.minutos de nebulizacidn los 20 animales se saca-
ron de la céAmara ¥y, con los nimeros aleatorios generados pox
una calculadora Casio FX-602 P, se asignaron, en blogues de 4,
‘a 5 grupos de sacrificio (0, 6, 12, 24 y 48 horas contadas a
partir del final del tiempo de aerosolizacidn}.

A la hora correspondiente, cads uno de los custro anima-
les fue anestesiadd con Te 87 mgr/gr de peso de Pentobarhitéf,
IV1a 1ntraper1toneal El peso total del raton(PR) se mldlo con
?iuna balanza dlgltal con aproximacibén a centésima de gramo.

. La piel de los ratones, trabajados a partir de este momen
to en una campans de flu;o laminar horizontal, se desinfectd
‘por inmersidn en la solucién de cloruro de benzalconigt duran
te 10 segundos, de todo el animal con excepcidn de la regién
cefdlica para evitar aspiraciones del desinfectante, '

Er una mesa de diseccidn se abrid la cavidad abdomiﬁal ¥
por seccidn de la arteria renal izquierda, el ratén se exangui
'7n6. A1 completarse el desangrado se abrid la caja tordcica y
de ella se extrajo el paquete cadio-pulmonar, vigilando no seg
cionar el eséfago.. -

Del paquete extraido se eliminaron el éorazén, los gran-~
des vasog, la traguea yﬂla porcidén extrapulmonar de los bron-
Quios; colocando el resto en un mortero Tem—Broeck, estéril,
que confenia 5 ml de PBS. Los ﬁulmbnes Se nomogeneizaron con
15 golpes de mortero. Los pulmonmes se pesaron antes de la homg
geneizacidn. _ ‘

‘ Los homogenados se diluyeron, en bese 10, hasta la dilu-
cifn 1072, De cada wna de las cuatro diluciones gse sembraron

.3 gotas, 20 Pl/gota, en placas de agar sangre gue se incubaron
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durante 18 horas a 3700. Efectudndose el conteo del nidmero de
unidadss formadoras de colonia por gota (UFC/gota) al cabo de
dicho periodo de incubacidn,
. El cdlculo del nimerc de bacterias por pulmén (BP) se
efectud aplicando la férmula siguiente:
wma‘)?x(_g__
5 .

ooz ]T B

donde; b= nimerc de gotas en las que se efectud conteo,
n= nimerc ds UFC/gota.
FD= Factor de dilucidn.
5= ml del Tem~Broeck,
0.02= ml/gota. .
¥ = factor de correccidn -Poisson-{Little y Hi1ls,1979)

Con las BP—obtenidas:de la formé anterior, se calcularon
las bacterias por gramo de pulmén (BGFP) y las bacterias por
gramg de ratdn (EGR), 21 dividir las BP por el peso del pulmdn
{en gramos) y por el peso del ratdn {en gramos), respectiﬁa—
mentes Todes estos pardmetros se transformaron 2 logaritmos,
en base 10. (LBP, LBGP y LBGR).

Con los datcs precedentes pudo. éntonces calcularse 108 in
dices de retencidn {RET) v de remocidn (HEM),'aplicando las
férmulss siguientes:
(a}{C)Raién '"m" T horas

{C)X de 0 horas
(1) REM (C) de B— ™" a T h.=100-RET (C) de B="n" a T h.

donde: "a"= ntmero del ratén dentro del grupo.

x 100 = Retencidn (C) de R="m" a T h.

T= hora de gacrificio.

(= unidades utilizadas para el cdlculo (BF, LBP, BGP,
LEGP, BGER y LBGR).
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9. Efecto del sobrenadanie de un cultive de P.multocidas VO-Cap

sobre la remocidn pulmonsr de dicha bacteris

9.1, Material

-Ratones: 18 ratones Balb/c del bioterio del Centro Médi
¢o Nacional, _

~Bacteria: P.multocida VC-Cap.

~derogolizador: el mismo.que en el experimento previo.

~Material vario ya citado anteriormente.

9,2, Método (Esquema # 6)

Tras el crecimientc, hasta fase estacionaria, de la P.mul-

%ogida“VC—Cap en cgldo. BHI y centrifugacidn del cultive a
3500 x g,- durante 45 minutos y 4°C, el botdn bacteriano y el
liquido sobrenadante se proceséron geparadamente. '

F 1liguido sobrenadante del cultivo de Pasteurella se fil
trd {(SCPF) por filtro Millipore de 0.22 um de tamafic de pore,
Por otro lado, el botdn bacteriano, tras dos lavados con PRBS,
se resuspendid en ei mismo FBS para dejar una SBLA con, apro-
® upc/m1. ’ '

En forma aleatoria se crearon ftres grupos de ratones gque,

ximadamernte, 10

en forms sSeparada, fueron soemetidos & tres tipos de aerosol:(l)
con PBS ~control 1-, (2) con caldo BHI -control 2- y (3) com
el SCOPP. Cada grupc se formé ceon seis animales, y las aeroso-
lizaciones se realizaron con 10 ml de liguido y 15 minutos de
duraeidn.,

12 noras despuds de la antedicha aerosolizacién los dife
- renfes grupcs se nebulizaron con la SBLA.
Tras el aerosol bacteriano se subdividieron, aleatoriamen

te, cada uno ds los grupos en fos subgrupos de 3 animales. Los
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3 grupos x & ratones -~Balb/c- (aleatori.)

Aerogol PBS Aerosol BHI Aerozsol SCPF
(15 min} {15 min) (15 min)

'
12 h
Aerosol SBLA (15 min)
2 grupos x 3 animales (aleatori.)

Oh 6h

APesar y anestesiar cada animal

Desangrar y sacar paquete tordcico

Separar el pulmén del paqusete tordcico y pesarlo
Homogeneizar el pulmén.en PB3
Diluciones en base 10 (hasta 10_3)
Sembrar 3 gotas/dilucidn de 20 jal

24 h

Becuento de las UFC/gota

ESQUEMA # 6

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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ratones del primer subgrupo se sacrificaron inmediatamente deg
pués del dltimo aerosol y los del segundo subgrupo & horas més
tarde,

El sacrificioc, procesamiento de las muestras y el chlcu-
lo de pardmetros se realiszzron como Se eXpusc en el experimeg

to precedente.

10.‘Remoc16n pulmonzr de P.multocida a diferentes tiempos pos-—

infeccidn con el virus de la enfermedad de Aujeszky

10,1: Material

~Ratones: se utilizaron 56 ratones CFW, obtenidos del big
terio del laboratorio de Sanidad Animal de Santa Ana Tecamac
(Edo. de México), con peso corporal, al inicio del experimen-—
to, entre 10 y 15 gramds. _

~Virus: ceparde Aujeszky VAC-1. Para Ia infeccidn se em—
pled una suspeﬁsién virica (en PBS)} con dosis subletal, via
? UFP/ml).

~El aerosolizador y el resto del material, incluida la

aerea, pare ratén (aproximadamente 10

bacteria ya se describid anteriormente, La SBLA usada en este
experimento se precurd ajustar a, aproximadamente, 109 UFG/ml.

10.2. Método (Esquema # 7)

1l aia 0, tomado de forma arbitraria como el inicio del
experimento, 8 de lcs ratenes fueron scmetidos a un aerosol
con 10 ml de PBS (econtrol 1) y los 48 animales restantes al
aerosol con la suspensién de VAC-1.

Inmediatamente después de la aerosclizacibn con virus,
Los 48‘ratones fueron divididos, en forma aleatoria, en 6 lo-

tes de 8 animales cada uno; quedando canstituidos de esta for
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8 ratones CPW 48 ratones CFW

|

Aerosol PBS Aerosol VAC-1
(15 min) " (15 min)

6 grupos ¥ 8 animales (aleat,)

R

0d 24 3d 54 74 114 154

l

Aerosol $BLA (15 min)

-2 grupos x 4 ratones (aleatoriam.)

—

Oh 6h
Pesar y anestesiar cada animal
]

Desangrar y sacar el paguete tordcico

Separar el pulmén del paquete tordcico ¥ pesarlo

J

Homogeneizar el pulmdén en PBS

3y

Diluciones en base 10 (hasta 10
Sembrar 3 gotas/dilucidn de 20 Pl

24 h

Recuento de las UFC/gota

ESQUEMA # 7
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ma los grupos 2, 3, 5, 7, 11 y 15 dias, ‘
Los grupos creados se aerosolizaron, al dia correspondien
te, con 10 ml de la SBLA durante 15 minutos.
Nota: El dfa de aerosolizacidn con la SBLA viene expresa
do por el dia que da nombre al grupe, contado a partir dé la
_ aerosolizacibén con virus. El grupo ¢ontrol 1 (CL) se sometid
2l aerosol con la SBLA tres dfas después de la nebulizaciéa
con PBS. .
Completada la fage de aerosolizacidn con SBLA, a la gus
se sometieron los 8 animales ael grupo conjuntamente, se cre-
‘aron aleatoriemente dos subgrupos de 4 ratones. EL primer‘éug
grupo . fue sacrificado de inmediato (0 horas) y el segundo &
horas después (6 horas),
Nota: Cada animal, por lo tanto, quedd catalogado con
tres blogues de cifras: (1) un digito —del 1 al 4~ a cantinuz
¢idn de "R-", que representa el ordeﬁ, dentro del grupo, qué
ocupd a 1a hora del sacrificio; (2) una "D" antes de un nimero
-del 2 gl 15~ con el que se indicaba el dfs de la zerosoliza- ?
cidn con la SBLA; (3) une "h" precedida de 0 & 6 que represen !
taba el lapso de tiempo, en hofas, transcurrido entre el aerg

s0l bacteriano y el sacrificio.

El'sacrifioib, procesamiento de ‘las musestras y el célculo

de pardmetros se realizd como en los experimentos precedentes.
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1l. Mortalidad en ratones asrosolizados con virus de la enferme-—

dad de Aujeszky v P.multccids
11.1, Materigl

~Rafones: 24 ratones NIH-3 del bioterio del INIP de Palo
Alto, con peso corporal entre 9 y 14 gramos al inicio del ex-—
Perimento, _ _

-Virus: suspeasidn, con dosis subletales para ratén por
‘via aerea, de VAC-L en PES.

~Bacteria: P,multocida VC-Cap en PBS (SBLA),

-Aerosolizador: sl mismo gue en experimentos anteriores.

=Material para necropsia. .

~Formaldehido al 10% en PBS.

11.2. Método

En fbrma aleatoria se crearon sels grupos de 4 raiones.
Tno de estos grupos se enfrentd s6lo a VAC-1 (CV), otro a SELA
exclusivamente (CB) y los cuatro restantes a un aerosol de VAC
-1, el dfa 0, y con un aerosol de SBLA a los 2, 3, 7 u 11 dfas
(grupos D2, D3, D7 y D11 respectivamente).

Cada grvpo de cuatro animales ge puso. en una jaula indepen
diente con agua y comida "zd libitum". |

La variable medida en el presente expefiménto fue la hors,
contada a partir del final de la $ltima nebulizacidn a la que
se sometid el grupo, en la gque gobrevino la muerie.

LQ$ ratones muexrtos, o los sacrificados 15 dfas después dgl
Altimo aerosol efectuade sobre elvgrupo, fueron necropsiados .y -
sus pulmones fijados por perfusidn aerea de formaldehido al ld%f'
Estos pulmones, junto con los del experimento siguiente, fueron

procesados para el estudio anatomepatoldgico.
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12, Estudio histopatoldgico dz los pulmones de ratdn tras la

asrosolimacidn con VAC-1l y /o P.multocida VC-Cap

12,1, Material

-Ratones: 24 ratones NIH~3 del bioteri¢ del IN.I.P. de Pg
lo Alte, entre 7 y 12 gramos de peso al inicio del experimento.
En el presente estudio se incluyercn, como se dijo anteriormen-
te, los ratones del experimento anterior. .

=Virus: Cepa VAC-1 del virus de Aujesgky,diluido en PES,a
dosls subletales, para ratén, por via aerea,

~Bacterias Suspensién bacteriana lavada de P.muitocida VC-
Cap, a las mismas ooncentraciones que en los grupos similares )
del experimento relatado en él apéftado 10.

—derogolizador: el utilizado antériormente.

-Material para necropsias. |

~-Formaldehido al 10% en PBS.
12.2. Método

Les 24 ratones -se divideron aleatoriamenie para crear 6 aru
 pos de cuatro animales cada uno, Dos de esbs animales fueron sa
brificados. a las O horas y los dos restantes a las 48 horas, te
niendo pfeéente gque el.tiempo estd referido al Ultimo aerosol
:al que 1os animalss del grupo fueron sometidoes.

El primero de los grﬁpos(CV) fue aerbsolizado unicemente
con'virus; el segundo (CGP) s6loc con bacteria y les cuatro res—
tantes (D~-2, D-32, D7 y D-11} con ambos tipcs de aerosol. En
estos Gltimos, 1a designacidn estd referida al intervalo -en
dias— eptre el aerosol ds virus y el:de bacterias,

Los pulmonss se fijaron por perfusidén serea con formaldehi

do al 10%, se incluyeron en parafina, Se realizaron cortes lon-.

gitudinales de 1 ym y &stos fueron fefiidos con Hematoxilina-—
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Ecsina,
Parz la lectura se establecid un sistema de puntuacidn
~de 0 a 2- para catalogar el grado de pleuritis, alveolitis,

perivasculitis, edema y hemorragia.
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13, fnalisis estadistico

Las diferentes puebas estadigticas empleadas en el presen-—

te trabajo fueron:

13.1. Prueha de Ji-cuadrada

Cuando los resulitados supusieron frecuencias de un total,
se realizaron pruebas de "independencia" por Ji-cuadrada.
Las hipétesis previas enunciadas fusron del tipo:
H, : Los factores A y B son independientes.
Hy) : Los factores analizados son dependientess
Se rechazd la hipétesis nula (H,) cuando la "p" caleulada
fue menor de 0,05,
Para esta prueba nos basamos en lo publicado por Hurley y
cols. (1982), Little y Hills (1979) y Kreyszig (1974).

13.2. Anédlisis de varianza

EL anflisis de varianza (ANOVA) se aplicd sobre aquellos
resultados que venian expresados en unidades de una escala con
tinua,
Las hipdtesis previas planteadas fueron del tipo:
H, : El factor A no tiene efecto sobre la unidad C de
medicidn.
Hy : El factor A si tiene efecto sobre. Ci
Se rechazd H, cuando la "p" calculada fue menor de 0.05.
Este anélisis se realizd atendiendo a lc publicado por Hur
ley y cols. (1982), Pimentel (1978), Little y Hills (1979} ¥y Da
niel (1980). ’
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13.3. Prueba de Duncan

Para detectar diferencias entre las medias de Jos diferen-
tes grupes (tratamientos) de un experimento, se_llev6 a cabo
una prueba de Duncan con «=0,05.

La diferencia significativa entre grupos la 3id 1a compa~
racién del resultadec de la sustraccidn de las mediag de dichos
grupos con un cierio valor calculado. _

Los grupos que no mostraron diferencia significativa entre
sus medias se unieron con barras.

Para esta prueba seguimos las indicaciones publicadas por

Pimentel (1978) y Little y Hills (1979)/

13.4. Mndligis de variamzs de Kruskal-Wallis (E~W)

~

Se realizd cuando las varianzas de los difsrentes grupos
no fuercn homogeneas (analizado ésto con la prueba dé Bartleti
descrita por ILittle y Hills, 1979), y para su realizacidn uti-

lizamos el método descrito por Daniel (1G80).

713.5. Andligig de covarianza

ée empled en el experimento para determinar la curvs patrdn
de remocidn de P.multocida VO-Cap. En el  anflisis de resulta-
dos se tomd el peso del ratén como covariable.

Para su emplec nos fundamos en lo descrito por Pimeﬁtel'
(1978). ' |

13.6. Prueba de Tukey

Segim lo publicado por Pimentel (1978), para ver diferen-—
cias entre las medias ajustadas tras el andlisis de covarianza.
Esta prueba se realizd con «=0.05 y «=0.01l. Indicdndose

las diferencias entre grupos como en la prueba de Duncan.
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13,7+ Andlisis de regresidn

Se empled para determinar la relacidn lineal entre dos ca-
racteristicas: causa (x, eje de abeisas)} y efecto {y, eje des ox
denadas).

Para su desarrcllo se atendid a 1c publicado por Hurley ¥y
cols, (1981).

La signifigancia del coeficiente de corfelacién (r) se es-

fudid por medio de una prueba "t" comc la describe Pimentel

{(1978)%
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LISTA DE FAERICANTES ( MATERIAL ¥ REACTIVOS)

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
.
ic.
11.
12,
13.
24,

154

16,
17,
18,
19.
20.
21,

227

23.
24,
(a)
()
ked
{4}

Anestesal, Norden de México.

BRL, Beckton Dickinson & Co. Cockeysville, Maryland (U.S.A.).
Beckton Dickinson de México. México D.F, |
Belico Glass, Inc, Vinelandg New Jersey (U.S.4.).

Bioxfn de México. Oaxaca, Osxaca (México).

~Corning $lass Works. New York (U,S.4.).
Damon/IEC Division, modeio DPR 6000.

Devilbiss Co, modelo £45. Somerset, P.A. (U.S.4.). .

Difeco laboratories. Detreit, Michigan (U.S.A.):

E. Merck. Darmstadt (R.F. de Alemania). |

Equipos Médicos Quirurgicos. México.

Forma Scientific, modelo 3151,'Marieta, Ohio (U.S.A.).

Grand Island Biological Company. Grand Island, New York(U.S.A.).
J.T, Baker de México.

‘TKB. Stockholm, (Sweden).

Marine Colloids. Rockland, Maine (U.S.A.)

Mettler, modelo BC 2000. '

Microscopio slectrdnico de transmisidn, marca Jeol.
Mllllpore Corporatlon. Bedford, Massachussetts (U.S.AL).
Produetos Quimicos Monterrey. Monterrey, Nuevo Ledn (Méxlco)
Guimica Hoechst de México. México D.F. '
Sargent-Welch Séientifig Company. Skokie,.Illinois {U.S.4.).
Sigma Chemicael Company. Seint Louis, Missouri (U.S.4.).

New- Brunswic Seientific Co. Inc. Edison}:N;J..(E,StA.).

Agar BHI + 5% de sangre desfibrinada de ternera.

Neozelandes Blanco. Del bioterio del INIP de Palo Alto(México)
Suminisfrada por el Dr. Carlos Pijoan.

Aisladc de campo, de un casec clinico en cerdos, ¥y tfas 7 ra

sesg por PE-154
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.ABREVIATURAS EMPLEADAS EN CUADROS Y FIGUEAS (RESULTADOS Y APEN-
DICES)

Az 1: Mntigeno producido por tratamiento, de células infecta-—
das con el virus de la enfermedad de Aujeszky, con Poli
sorbato 80.

Ag 2: Antigeno producide por el mismo procedimiento gue el Ag 1
pero con células no infectadas.

Ag 3: Mntigeno producido tras fragmentar células PK-15, infec—

tadas con virus de Aujeszky, y posterior precipvitaecidn
con sulfato de amonio.

Ag 4: Antigeno producido por el mismo procedimiento que el Ag 3
pero don células no infectadas,

ANOVA: Andligis de varianza.

BHi:_Infusién de cerebro~corazdn.

BGP: Bacterias (UFC) por gramo de pulmén.

BGR: Bacterias (UFC) por gramo de ratén.

BP: Bacterias (UFC) por pulmédn.

C.M,: Cuadrado medio,

CMER: Cuadrado medio del error.

CP: Control de Pasteureila {inoculado s8lo con Pasteurella}.
CV: Control de virus {(inoculado sSlo con el virus de Aujeszky).

Dw—; Nimero de dfas entre la infeccidn de Aujeszky y la infec—
cién con P.multocida VC-~Cap.

D.E.: Desviacidbn estandar.

DPP : Diferencia entre la relacidén pesc de pulmén/peso de ratén,
observada y esperada, en tantos por mil.

Esp: Valor esperado. .
F: Valor ealculade de la F de Fisher.
G.L.3; Grados de libertad.

--H: Lapso de tiempo, en horas, entre la aerogolizacidn con Pas-
teurells multocida VO-Cap ¥y la muerte del animal por sacri
ficic.

IEOP: Contrainmunoelectroforesis.
LBGP: Transformacidn logaritmica, base 10, de BGP.
LBGR: Transformacidn logaritmica, base 10, de BGR.

1BP: Transformacidn logaritmica, base 10, de BP,
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Ob: Valor observado,

PES: Solucidén salina tamponada, pH 7.2.

P, Neu: Pulmdn neumdnico.

P,Nor; Pulmdn normal (aspecto macroscdpico).
PP: Peso del pulmdn,

PPE: Peso del pulmén esperado.

PPQ: Pesoc del pulmdn observado.

PR: Peso del ratén. '

REM =——: Indiece de remocién calculado con los datos de las UFC

expresados sn lags unidades e,

REMT: Indice de remocidn tramsformado por arco tangente.

RET -——: Indice de retencidn calculado con los datos de las UFC
expresados en las unidades "~-—=",

RETT: Indice de retencidn transformado por arce tangente,

SBLA: Suspensidn bacteriana (P.multocida VC-Cap)} lavada y ajus-
tada.

S.C.¢ Sums de cuadrados.

SCPF: Sobrenadante de un cultive de P.multocida VC-Cap,flltrado.
S(+}: Serclogfa positiva al virus de Aujeszky, por IEQP.
5(=): Seroclogia negativa al virus de Aujeszky,.por IEQP,.
Pampdn 1:; Tampén de Veromal al 0.219 Molar,

Tampdn -2: Tampén de Veronal al 0.149 Molar,

Tampén 3: Tampén de Veronazl al 0.1986 Molar.

Tin.: Lectura tras la tincidn con azul de Coomassie.
UFC: Unidades formadoras de colonia.

UFP; Unidades formadoras de placa.

VAC-1l: Virus de Aujeszky Cuautitlan # 1,

X: Media aritmética.
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IV RESULTADOS

‘1. Estandarizacién de la contrainmuncelectroforesis (IEOP)

De las pruebas realizadas para encontrar las condiciones
Sptimas para la IEOP se vid que las bandas de precipitacidn
obtenidas con los geles de agar Noble(Difco)} fueron, en todos
log Casos; menos iniensas gque con los geles Tabricados con
agarosa,. ' '

La combinacibn de tampohes que arrojé mejores resultados
fue la del tampén 1 en la cémara y el tampén 2 en el gel (cua
dro # 1). _ ‘

La distancia Sptima entre bordes de pocillo resulfé ser
la de 5 mm, y el tiempo de corrida minime el de 60 minutos.

Los dos antigenos fabricados dieron bandas muy semejanies
(cuadro # 1); pero en la titulacidn de fstos el antigeno # 1
-extraido con Polisorbato 80- fue superior al antigeno # 3
~eXtraido por precipitacidn con sulfato de amonio—-, En el cua
dio # 2 se puede apreciar que el antigeno # 1 detectd anticuer
_pos hasta la dilucién 1/4 del suero control positivo utiliza-
do, mientras que el antigeno # 2 sdlo detectd anticuerpos hag
ta la dilucidn 1/2 del misme suero.

Los antigenos negativos (Ag 2 y 4; no dieron bandas ineg’
pecificas bajo las condiciones Gptimas de corvida (cuzdro # 1),
lo mismo ccurrid coun los antigenos positivos enfrentados al

suera negativd de referencia (cuadro # 2).

*: Para cualquier abreviatura vease la pdgina 121.
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TAMPCN (CAMARA)- 1 2 3
Ld
(GBEL) | Dis. gT 30" 60' 990' Tin| 30' 60" 90" Tin| 30' 60' 90' Tin
1 |- - - P - - - ] - - - s
2 - - - - - - - - - - - -
Smm
3 - - - + - + - - - + - -
4 - - - - - - - - - - - -
l .
1_.__--....-....___
2 /1 = ~ - =] = & = = = = 4 =
10
T T
4 - - - - - - - - - - - -
1 + kbt - ~- + + - - + +
2 Il = - = -] =« = ~ = | = - «
S5mm
3 + + ++ 4+ - - + 4+ - - - +
4 || = = =« -4 - = &« - | - - - 4
2
i - + ~- - - + - -~ - +
2 - - - - - ~ - - - - - -
10mn]
, 3 -+ Ft+ o+t + - - + - - - -
4 - - - - - - - - - - - -
1 - o T - - - + - - - -
2 - - - - - - - - - - - -
Smm
3 - - ++ ++ - - - + - — - -
4 - - - - - - - - + - - ~
3
1 ~ + + + - - - - - - - -~
2 - - - - - - - - - - - -
1 Ot
3 - - + o+ - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - ~ - -
L

CUADRD # 1: Efecto sobre el
. geno (Ag), tiempo de corrida

a= Reaccidn negativa.
b= Reaccifn positiva.

resultado de

la IEOP del tampdn, anti
(T°) y distancia (Dis.)}
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DILUCION (SUERO) ) a
‘ 1/1f 1/2) 1/4 | 1/8 | 1/16] (=)
(Ag) Ag®
1 +2f ¢ b e/-9 b} - -
1/1
3 + + - - - -
P P TR R I e e
1/2
.3 + - - - - -
1 + + + - - -
1/4
3 + -1 -] -1 -1 -
1 + + - - - -
1/8
3 0 -] -1 -1 -1 -1 -
1 - — — - - ~—
1/16
3 - — — - - -

‘CUADRC # 2: Titulacidn de los antfgeénos obtenides (1. y 3) bajo con
diciones Sptimas.

a= Reaccifn positiva.

b= Reaccidn negativa.

¢= Reacecidn débil.

d= Suero negativo.

e= Antigeno a titular.
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2. Estudio en rastro

De los 106 pulmones muestreados 72 (67.93%) fueron de ti
po neumdnico y 34 {32.07%) de tipo "normal”, sin lesiones ma—
croscdpicas visidles {cuadros 3 y 5).

De los 72 pulmones neumponices hubo 37 {51,39%) de los que
se aisld algﬁn tipo de Pasteurella, 18 (25%) de los que se aig
146 alguna otra bacteria y 17 (23.61%) &e los gue na seraislé
ninguna bacteris (cuadro # 3).

De los pulmones normales en 7 casos (20,59%) se aislaron
Pasteurelas, en 3 (8.82%) otras bacterias y en los 24 regtan-
tes (70.59%) no se logrd ningin tipo de aislamiento bacteriano
(cuadro # 3).

En 47 (65,28%) de los 72 pulmones neumdnicos la serologia
contra el virus de la enfermedad de Aujeszky fue positiva, ¥
negativa en los 25 (34.72%) restantes. De los 34 pulmones sin
lesidn macroselpica, 11 (32.35%) se acompafiaron de serclogia
positiva mientras que 23 (87,65%) lo hicieron con serologia ng
gativa (cuadro # 5).

Hubo 33 aislamientos de Pagteurella (56.90%) en los 58 cg
sos con serologia positiva, 14 (24.14%) "otros aislamientos"

j 11 con aisiamiento negativo (18,96%) del mismo grupo de ca—

sos., De los 48 pulmones gue se acompafiaron de geralogis negati
va, de 11 (22.92%) se aisld Pasteurella, de 7 (14.58%) se ais

laron obros tipos de bacierias y, de los 30 restantes (62.5%)

no ge logrd aislar agente hacterianc alguno (cuadro # 4).

Ia relacién de aislamientos con los factores "tipo de pul
mdén y_serologia" combinados, arrojd los resultados mostrados
en el cuadro # 6 y figura # 1. En ellos se aprecia que el ni-
mero maximo de aislamientos de Pasteurells se preodujo al com-—

. P . s .
binarge pulmdn neumdnico con suerc pogitive, y el minimo con



127

la combinacidn pulmén normal-suero negativo. Hechos similares
oéurrieron en referencia a "otros aiglamientos". En cuanio a
‘aislamientos negatives, parece que la relacidn depende mds de
la serologia gque del tipe de pulmdn, puesto que lag cifras més
altas se dieron cuando la serclogia fue negativa y la nds ba—
jas cuando 1a serclogfa fue negativa.

6 (13.64%) de las Pasteurelas aisladas resultaron ser Pas-

_teurella haemolvtica v las 38 restantes (86,36%) P.multocida,

Estas dltimas, por la tipificacidén capsular, se subdividieron
en tres bloques: 7 (18.42%4)} fueron +tipo capsular 4, 26 (68,42%)
tipo capsular D y las 5 restantes (13,16%) gquedaron sin poder
se élasificar {cuadro # 7).

El estudlo para detectar P.multocida tipo D productoras
de necrotoxina establecid que 7 (26,92%) de las 26 aisladas
fueron positivas a la prueba dermocutaneé, ¥ que las otras 19
(73.08%) fueron negativas (cuadro # 7).

El aislamieﬁto de virus fue negativo, por las téenicas
usadas, en todos los cagos.

Fl andlisis estadéfstico de los resultados se hizo por me
dio de diferentes pruebas de independencia, con Ji-cuadrads,
en las que las hipdtesis nulas (Ho) enunciadas fueron del ti-
po: "los factores A y B son independientes". Los valores de
Ji-cadrada,calcuiados, superiores al valor de tablas con un
«=0,05 hiciercn rechazar la hipdtesis nula y concluyéndose,
por lo tanto, que 2os factores A y B no scn independientes,

Bste tipo de conclusiones, con rechazo de la hi?étesis nu
la, se obtuvieron al analizarse:(a) tipo de pulmdn frente a ti
po de aislamiento (p=0.00002;cuadra # 3),(b) serologia frente
a tipo de aislamiento (p=0.00002; cuadro # 4),(c) serologia
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frente 2 tipo de pulmén (p=0.0015;cuadro # 5) y (d) seroclogia,
més tipo de pulmdn,frente 2 tipo de aislamiento (p=0.C00009;
cuadro # 6).

En el apéndice A se muestran los valores esperados de ca-

da una de las itablas de contingencia agui mencionadass

Nota: El wvalor de "p" indica el tamafio de la cola, cortada por
el valor de la Ji~cuadrada celculada, en la distibucidn Ji-cug
drada con el nimero adecuade de grados de libertads Los resul-
tados de "p" inferiocres a 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos (rechazo de la hipdtesis nula).
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N° de casos
)

. 40“ | % P.Neu +§(+)

/ m‘ P.Neu + S{-)

/

20 J

10 ]

FIGURA #J. Histograma del nﬁmero de casos,estudlados en rastro
{106 en total),con aislamiento bacteriano negativeo
-barras de la 1zqu1erda- o positivo -barras de la
derecha- y su relacifn con tipc de pulmbn+serologia
dl virus de la enfermedad de Aujeszky.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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AISLAMIENTO OTROS AISLAMIENTO
DE
PASTEURELLA | AISLAMIENTOS NEGATIVO
PULMON 37 18 17 72
NEUMONICO (34.91)% {16.98) {(16.04) (67.93)
PULMON 7 3 24 34
NORMAL {6.60} (2.83) (22.64) (32.07)
44 21 41 106
{41.51) {19.81) {(38.68) {(100)
Esp T

CUADRO # 3: Tabla de contingencia, y resultade de la prueba de Xz,

en el anidlisis de tipo de pulmdn:tipo de aislamiento.
a= Porcentaje.

OTROS

AISLAMIENTO AISLAMIENTO
DE
PASTEURELLA | ATSLAMIENTOS | NEGATIVO
“SUERO 33 14 11 58
POSITIVO (31.13)2 (13.21) £10.38) {54.72)
SUERD 11 7 30 48
NEGATIVO (10.38) (6.60) “(28.30) (45.28)
24 21 41 106
(41.51) (19.81) (38.68) (100)
2 (Ob-Esp) 2
x?= § —EEESRL - 21,369

Esp

CUADRO # 4: Tabla de contingencia, y resultade de la prueba de Xz,

en el andlisis de. tipo de aislamiento:tipo de suero.
a= Porcentaje. .

PULMON PULMON
NEUMONICO NORMAL
SUERO 47 11 58
POSITIVO (44.34)% ! (10.38) || (54.72)
SUERQO 25 23 48
NEGATIVQ (23.58) (21.70) (45.28)
72 33 106
(67.92) (32.,08) {100)

CUADRO 4 5: Tabla de contingencia para 21 an&dlisis de tipo de pull

mén:tipo de suero. (2= 10.094)
a= Porcentaje. -

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN
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AISLAMIENTO OTROS . AISLAMIENTO
PASTE?JRELLA AISLAMIENTOS NEGATIVO
PULMON NEUMONICO 79 12 5 a7
SUERO BPOSTTIVO (27.36)% (11.32) (5.66) (44.34)
PULMON NEUMONICO 8 6 11 25
SUERD NEGATIVO (7.55) (5.66) {10.38) (23.58)
PULMON NORMAL a 2 5 11
SUERO POSITIVO (3.77) (1.89) (4.72) {10.38)
PULMON NORMAIL, 3 1 19 23
SUERO'EEGATIVO (2.83) (0.94) (17.92) (21.70)
44 21 41 106
(41.51) (19.81) ' {38.68) {100)

. ) ,
2= % fOb=Esp) € _ a3 44g

Esp

CUADRO # 6: Tabla de contingencia, y resultade de la prueba de 12,
para el andlisis de todos los factores tomados en cuen

ta.

a= Porcentaje.
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p. multocida Tipo Ace.seerecvoosttt 7(15.91%)
p. multocida Tipo D..f;:L..........19{43.18%)
p. multocida Tipo p/Necrotbxica. ... 7(15.91%)

p. multocida No Clasificadas.. .-+~ 5{11.36%)

P. haemolitica..................... 6(13.64%)
- Total:44(100%)

CUADRO # 7: Resultados de la tipificacibn de 1as Pasteurella ais-
ladas a partir de los pulmones colectados en rastro.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




3. Estudio de patcgenlcldad de las Pasteurellia alsladas

~ En el cuadvo # 8 se muestran los diferentes tiempos mediocs
de muerte, junto a la desviacidén estandar, especie y tipo cap-—
sular de las diferentes Pagteurslla que matarcn al 100% ae los
ratones inoculados

El anélisis de varianza (ANOVA) de los tiempos de muerte
(cuedro # 10) resultd ser altamente sigrificative (p=1.62 x
10"9), indicando un efecto del tipo de bacteria inoculada SO~
bre el tiempo de muerte.

Los resultados de la prueba de Duncan (#=0,05) estén refle
jados en el cuadro # 11. En &1 se puede apreciar el gran niime-
ro de grupos, y golape entre grupos, obtenido; hecho que se mg
aificé como se explicard mds tarde, ‘

Ia realizacién de una jrueba de Bartlett demostrd gque las
varisngzas de los diferentes grupos no eran homogéneas.Por elilo
ge realizd una prueba de EKruskal-Wallis (apéndice B), de la que
resultd una p=4.19 x 10_6 con la que se rechazd la hipétesis nu
1a de que los tiempos de muerte] para todas las bacterias, fue
Iran iguales.

Debido al niimero elevado de grupos Tresultantes de la prug
ba de Duncan, ¥y al traslape entre ellog, de manera artificiosa
se crearon tres bloques; para lo que se tuvo en .cuenta la me-
dia de las medias de tlempo de muerte Qrd v la varianza de la
distribucidn de medias (s— ¥y apllcando la férmula para el c4l
culo del intervale de confianza por t de Student con, en este

czso, 37 grados de libertad y «&=0,0005 :

donde:
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~I.Cu= Iimites del intervalo de confianza,
Js = Media de la distribucién de medias de tiempo de muerte.

~3.573= Valor de la t de Student para 37 g.l. y 4=0,05%.

2 N . . . R \
—-s="= Varianza de la distribucién de medias.

x
~-38= Nlimero de bacterias que mataron al 100% de animales.

Lag bacterias con una media de tiempo de muerte inferior
a 10.77 horés se congideraron como de alta patogenicidad para
ratdn, las superiores en su media de tiempo de muerie a 16.35
_horés se tomaron como de baja patogenicidad y las localizadas
entre estos dos limites se inecluyeron en el bloque de patoge-
nicidad media, .

Con estas divisiones, y para determinar la relacidn entre
tipo capsular y patogenicidad para ratén, se realizé une prug
ba de independencia por X2 con las P.multocida tipos D, D/N y-
A; incluyendose en el estudio las 3 bacteriasg tipificadas,que
no mataron al 100% de los animales inoculadcs, dentro del gru
po de baja patogericidad. {Cuadro # 12)

La hip&tesis nula planteada fue: la patogenicidad para
rotén es independiente del tipo capsular. ‘

La distribucién de frecuencias del ouadro_# 12 arrojé un
resultado en la prueba de "ji-cuadrada" de 1,811, lo gque repre
senta une p=0.77 de la Que se‘cuncluye gue la patogenicidad es
independiente, para ratén y por via intraperitoneal, del tipo
capsular,

La prueba anterior es criticabie pues 6 de los 9 valores
esperados (cuadro # 1 del apéndice C) son inferiores a 5. Por

ello se realizd una nueva prueba tras muliiplicar por 3 cada
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TIEMPO DE MUERTE
N8 BACTERIA ESPECIE TIPO CAPSULAR x(h) *D.E.
7. P.multocida D/Na 8.12 0.57
PM~LP5 P.multocida Nck (B) . B.44 0.33
28 P.multocida A 9.51 0.46
48 P.multocida D 9.81 T 0.72
71%* P.multocida D 9.93 0.62
76 P.multocida D/N 9.95 1.53
100 P.multocida D/N j0.02 1.28
13 P.multocida D 10,24 0.34
98+ P.multocida A 10.28 0.79
656% F.multocida Nck (B) 10.49 2.23
14 P.multocida D 10.68 1.57
106 P.haemolytica ofels 10.75 0.40
96 P.multocida D/N 10.89 1.59
107 P.multocida D 10.98 1.27
61 P.multodida D 11.12 1.35
75 P.multocida D/N 11.18 1 4.26
VC-Cap* P.multocida D/ 11.28 1.29
79 P.multocida D 11.51 2.31
81 P.multocida D 11.59 1.84
92 P.multocida A 12,02 2.28
20 P.multocida D 12.17 | 1.14
78 P.multocida A 12,35 | 5.77
67 P.multocida D/N 12.64 3.66
83 P.multocida A 12.70 1.99
15 P.multocida D 13,98 0.42
- 49 P.maltocida D 14.43 5.95
72 P.multocida D 14.58 5.78
90 P.multocida D 14.58 7.21
85 P.multocida A 14.69 | 2.90
105 B.haemolytica Nek 15.76 5.37
103 P.haenolytica neb 15.94 9.41
89 P.multocida D 16.61 9.65
2101 P.multocida D 19.34 9.35
65 P.multocida D 19.78 8.90
12 P.multocida D 20.14 4.68
6 . P.multocida D 20.40 8.49
99 P.multocida D 25.05 6.86
87 P.multocida -B/N 31.47 8.23

CUADRO # 8: Tiempos de muerte medios de los grupos de ratones,ino-
culados con las diferentes Pasteurelas aisladas de rag
tro,en los gue se produjo un 100% de mortalidad.

a= P.multocida tipo D y productora de necrotdxina.

b= Bacteria no clasificada por las técnicas usadas.

*= Bacterias contrel.

#*= Bacterias no introducidas en los estudios prewvios
por ausencia de la muestra de suero.
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' N° ANIMALES
N° BACTERIA ESPECIE TIPO CAPSULAR | INOCULADOS MUERTOS
17 P.multocida NC 4 2
22 P.multocida A 4 2
50 P.haemolyticy NC 4 z
1 P.multocida NC 4 1
9 P.multocida NC 4 1
54 P.haemolyticyg NC 4 1
60 P.multocida ) D 4 1
4 P.multccida NC 4 Q
5 P.haemolitic NC 4 0
21 P.multocida . A 4 0
26 P.multocida | NC 4 0

CUADRO # 9: Relacidn de bacterias gue no mataron al 100% de los
ratones incoculados.

NC= No clasificado su tipo capsular.
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FACTOR G.L. s.c. C.M. F p
Bacterias|| 37 3430.42 92.71 | 4.238| 1.6+107°
Error 114 " 2494.08 21.88

Total’ 151 . 5924.50

CUADRO # 10: Tabla de ANOVA (Analisis de varianza) para los tiem--
pos de muerte de las 38 bacterias que mataron al 100%
de los ratones inoculados.

G.L.= Grados de libertad del factor en cuestidn.
§.C.= Suma de cuadrados del factor.

C.M.= Cuadrado medic del factor.

p= Area de la cola cortada por el valor F ¢alculado.

L B
L=l B ol

00T

Ll =}
= o

qdT-KWd

CUADRO # 1l1: Prueba de Duncan (#=0.0%5) para determinar diferencias
entre los tiempos de muerte.
La media de los tiempos de muerte,de las bacterias uni
das por una misma barra, no fueron estadisticamente d1
rentes al nivel ol utilizado.
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o~Pr || ALTA MEDIA BAJA
D 4 9 7 20
/N 3 4 1 8
A 2 4 2 8
s 17 10 36

CUADRO # 12: Tabla de contingencia para deferminar depeﬁdencia en
tre el tipo de P.meltocida y la patogenicidad para
ratdn.

TP= Tipo de P.multocida.
Pr= Patogenicidad para ratén.
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una de las frecuencias del cuadro # 12, E1 desarrollc y resul-

tado de &sta se muestran en ¢l apéndice C,

4, Patdn de remocidn pulmonar .

lLa suspensién bacteriama lavada y ajustada (SBLAY usada
para la aercosolizacidén de los ratones utilizados en el experi-
mento,dio ua titulo de 5.364 x 101 UFC/ul.

El promedio de bacterias depositadas en el pulmdn de los
ratones, calculado a partir del nmimero de bacterias poz puimén
(BPY de los cuatro animales sacrificados a las O h, fue de
3.747 x 10% UFC con una desviacidén estandar de 0.963 x lO4 UFC.

La media y desviacidn estandér, con respecto al tiempo, de

- bacteriag por pulmén (BP), asf{ como su transformacidén logarft-
mica (IBP) y las correcciones teniendo en cuenta el peso del
pulmér (BGP y LBGP) y el peso del ratén (BGR y LBGR), se mues-
tran en el cuadro # 13.

En la figura # 2 se representa gréficamente el cambio del
nimero de bacterias -~ en LBGP - con respecto al tiempo trans-—
-currido tras el aerosol bacterianoc.

El andlisis de los datos por ANOVA mogtrd una diferencia
estad{sticamente significativa cuando &stos se expresaron en
BP (p=0C.035)(cuadrc # 14), pero no en los demés casoss LEP
(p=0.07), BGP (0.12=p), LBGP (£=0.136), BGE (p=0.08) y LBGR
(p=0.10)., Ver el apéndice D para mis detalles,

La prueba de Duncan mostrd, reiterativamente, diferencia
estadfigtica entre los grupos O y 6 horas, mientras que las di-
ferencias entre, y con, el resto dependié de las unidades de
-gedida empleadas. Asf,.en el cuadro # 15 se puede observar gue
los grupos 6, 12, 24 y 48 horas (en BP) fueron estadisticamen—

te diferentes al grupo de 0 hras e iguales entre sijy mientras



que en el cuadro # 16 se puede apreciar que sblo hay diferencia
estadistica entre O y 6 horas. Otros resultados de pruébas de
Duncan se muestran en el apéndice D. .

Paralelamente al ANOVA anterior realizamos wn andlisis de
covarianza - con el peso de pulmdn como covariable- de BP, LEP,
BGP y LBGP; encontrando que el ¢fecio hora Fue estadisticamen—
te gignificativo en tédos los casos. Los resultados de estos
andlisis, junto con la posgterior correccidn de los valores me--
dios y los grdficos de la‘pruebé de Tukey se muestran ¢n el apén
dice D, _

Fn el cuadro # 17 se resumen, con los valores medios y la
desviacifn estandar, los porcentajes de remocién (REM) y reten
cidn (RET).en: felacidn con el tiempo, ¥ en las gréficas # 3 ¥y
# 4 se representan los {ndices de retencidn y remoccidn, fespeg
tivamente, de LBGP. (Ver ademfs el apéndice D).

'Fl anflisis de varianza de los fndices de remocién v reten
cifn arrojd resultados similares a los obtenidos con los datos
en forma de UFC : RET BP, RENM BP, RET LBP y REM IBP (p=0.035);
‘RET BGPy REM BGF, RET LBGP y REM LBGP (p=O.lé3); RET BGR, REM
BGR, RET LBGR y REM LBGR (p=0.08)., {Cuadro # 18 y apéndice D).

Los resultados de las pruebas de Duncan fueron, ignalmen-
te, gimilares a los de las pruebas de Duncan realizadas g par—
tir de los datos en UFC (cuadro # 18 y apéndice D). ‘

De la misma forma gue con los tf{tulos bacteriancs ge rea-
lizaron andlisis de covarianga,para los {ndices de remocién y
retencidn, tomando el peso del puimén como covariable, Los cua
dros con 1os resultados_de estos andlisis se encuentran en el
ap&ndice D (D~19 a D~26)}, y en el cuadro D-27 les medias ajus-
tadas mds, en el cuadro D-28, los resultados de la prueba de

Tukey con #£=0.05.
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GRUPG| - BP LBP BGP LBGP BGR LBGR
opal ¥ | 3-747x10% 4.564 2.754430% 5.427 1.996+10° 3.288
+pE| 0.963x10% 0.106 0.771¢10% 0.124 0.549x10° 0.11s

ol E 0.674+10% 3,805 0.575%10° 4.720 0.391x10° 2.556
*pE| 0.274x10% 0.162 0.288+10° 0.212 0.196x10% 0.199

on |l ¥ 1.217%10% 3.986  1.014%10° 4.907. 0.675410° 2.739
tpE| 0.928+10% 0.343 0.773+205 0.343 0.494.107 0.328

san || ¥ ©1.535420% 3.917 1.343x10° 4.814 0.928410% 2.652
*pE| 2.005,10% 0.547 1.856+20° 0.596 1.290410% 0.596

aen || % 1.558x10% 4.035 1.262#10° 4.938 0.870+10° 2.794
*oe| 1.454:10% 0.435 1.216+10° 0.439 0.791420° 0.415

CUADRO # 13: Media(x) % DE {desviacibén estandar) de las UFC por
i pulmén (BP), gramo de pulmdn (BGP), gramo de ratén
(BGR} vy sus transformaciones logaritmicas (LBP,
LBGP .y LBGR, respectivamente) de los diferentes gru
pos de que se componia el experimento para determi
nar la curva patrdn de eliminacién pulmonar, en ra
tones aerosolizados con la P.multocida VC-Cap.

a= Hora a la que se sacrificaron los animales del
grupo, contada a partir del final de la aeroso-
lizacidn con la suspensifn bacteriana lavada y
ajustada (SELA) de P.multocida VC-Cap.
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FACTOR G.L. s.c. C.M. F D
Hora 4 2.206%102 | 5.515+10% 3.447 | 0.035
Error 15 2.401 %107 [ 1.600410°

Total 19 4.605 %107

CUADRO # 14: Tabla de ANOVA ; construida a partir de los datos del
‘presente experimento expresados en BP, para determi-
nar la existencia, o no, de un efecto hora sobre el

nlmero de bacterias recuperadas del pulmén.

on?

6h

12h

28R

" CUADRO # 15: Prueba de Duncan («=0.05) de BP. La barra une a los
grupos entre 1los gue no se detectd diferencia este -
disticamente significativa.

0h®

12h

24h

48h

CUADRC # 16: Prueba de Duncan {(%¥=0.05) de BGP. Entre los grupos
. unidos por una misma barra no se encontrd dlferen—
cia estadisticamente significativa.

" a= Hora, contada a partir del firnal de la aerosolizacién con
8BLA, a la que fueron sacrificados 1os animales del grupo
correspondlente.
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FACTORY G.L. s.C. C.M. - F =]

Hora 4 | 15709.78 | 3927.445 | 3.446 | 0.0346

Error 15 | 17093,90 | 1139.503

Total - 19 32803.68

Oh 6h i12n  24h 48h

CUADRO # 18: Tabla de ANOVA y prueba de Duncan (<=0.05) de RETBP
v REMBP. Los grupos (Hora) unidos por la barra mos-
traron diferenciasg estadfisticamente no significati-
vas. : :
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5. Efecto del 1fquido sobrenadante de un cultivo de P.multocida
VC-Cap

Para la aerosolizacidn de los ratones expuestos a PBS (COQ
drol 1) y &l sobrenadante filtrado del cultivo de P.multocida
(SCPF) se usd una SBLA de 6.034 x 107 UPC/ml, mientras que los
ratones expuestos a BHI (control 2) se aerosocliszaron con una
SBLA de 1.319 x 10° UFC/ul. |

En el cuadro # 19 se muestran las medias y desviaciones eg
tandar de las UFC por pulmén (BP), gramo de pulmén (BGP), sra-
mo de ratén (BGR) y sus transformaciones logariitmicas {(LEP, LB
GP y LEGR) de cada tratamiento, tanto a las O horas como 2 las
& horas, En la gridfica # 5 se representan los datos de la colum
na LBGE del cuadro # 19, y en el cuadro E-1 del apéndice E se
detallan todos los resultados individuales obtenidos.

El ANOVA de LBGP (cuadro # 20) arrojé un efecto estacisti
camente significativo de hora (p=0.005) y tratamiento {p=0.043),
asl como una interaccidn significativa entre hora y tratamienio
(p=0.022). ,

La prueba de Duncan (4=0,05) indicd que las UFC,expresadas
en LBGP, fueron esencialmente iguales a las 0 horas (cuadro #
2l,a) ¥y que el grupo SCPF a lag 6 horas fue diferente a los gru
pos, eatre los que no se dic una diferencia estadfstica, C-1 ¥y
0~2 a las 6 horas (buadro # 21,b). Por oiro lado hubo diferen-
cia entre horas en los grupos C-1 (cuadro # 21,c) y C-2 {cuadro
# 21,d4), pero no en el grupc SCPF (cuadro # 21,e).

’ Lag tablas de los ANOVY, y lag pruebas de Duncan Correspon
dientes, dé LBP y LBGR se encuentran en sl apéndice E,

Las medias y desviaciones egtandar de los indices de remg

cién (REM) y retencidén (RET) a las 6 horas, caloulados segin lo

expueste en el apartado correspondiente de material y métodos,
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se muestran en el cuadro # 22, En las figuras 6 y 7 se repre-
sentan los indices de RET y REM de LBGP, respectivamente, tanto
a las O horas como & las & horas posaerosol.

Como se puede ver en el cuadro # 22, la desviacién estan-
dar -y consecuentemente la varianza- del grupo SCPF fue mucho
mayor que la de los grupos control (C-1 y C-2)}; por ello se dg
¢idid hacer un andlisis de los datos por el método de Kruskal-
Wallis (cuadro E-6) y una transformacidn de los dateos origina-
les,

La transformacidn utilizada fue la arce tangente {(ver el
apéndice H) que, comoc se ve en el cuadro # 23, 1pgr6 homogenei
zar extracrdinariemente las varianzas en detrimento de la dife
rencia, en los Indices de REM y RET, entre los controles y ei
grupo SCPF, '

Los valores de estos Indices transformados (RETT y REMT)
aparecen en el cuadre E-7, as{ como los reszultades de 1la prue-—
ba de Kruskal-Wallis. Los valores medios y sus desviaciones eg
tandar se muestran en el cuadre # 23.

El ANOVA (cuadro # 24) de RETT BGP, y de REMD BGP, -demos-
trd un efecto de tratamiente (p=0.021) que, por la prueba de
Duncan, se debldé a la diferencia entre ros indices de los gru
pos conirol con el del grupo SCPF.

las figuras 8 y 9 manifiestan que la diferencia,estadfsti
damente significativa,se produjo por un valor mds alto del in-
dice de‘remocién,transformadq,en el grupb SCPF; y consecuente-
mente un valor mds bajo del indice de remocidn, con respecto a
los grupos control,

_ Nétese que las pruebés de Kruskal- Wallis, tanto de datos
transformados como no transformados, y el ANOVA de los datos

trangformades dieron valores de "p" muy similares.
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FIGURA # 5: Nfmero de bacterias(UFC) por gramo de pulmén,trans-
formacifn logarftmica(LBGP) ,de los grupos sacrifica
dos inmediatamente despufs del aerosol de SBLA{(Oh) ™
¥ a las 6 horas.{Media * Desviacidn Estandar)
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FIGURA # 6: Indices de retencidn,calculados a partir de LBGP
(RET LBGP),en relacibn con el tiempo transcurrido
desde el aerosol con SBLA. {Media * Desviacifn Es-~
tandar)
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FIGURA # 7:
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' SCPF

Indices de remocifn,calculados a partir de LBGP
(REM LBGP},en relacifn con el tiempo transcurrido
desde el aerosol con SBLA. (Media f Desviacién Es-
tandar) :
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FIGURA ¢ 8: Indices de retencifn transformados por arco tangente,
calculados a partir de RET LBGP(RETT LBGP),en rela-
cién al tiempo transcurrido desde el aerosol con SBIA,
(Media ¥ Degviaci6n Estandar)
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REMT LBGP
1001

751
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wesmems= Control 2(BHI)
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FIGU'RA # 9: Indices de remocifn transformados por arco tangente,
calculados a partir de REM LBGP{REMT LBGP),en rela-
cién al tiempo transcurrido desde el aerosol con SBLA.

{Media T pesviaci®n Estandar)
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TRAT.  h BP LBP BGF LBGP BGR - LBGR
% l1.037+10% 4.015 0.983«10° 4.982 7.620%10% 2,880
0
ot +pE | 0.052#10% 0.022 0.252#10° 0.121 0.808+10° 0.047
% | 0.657%10% 3.531 0.279+10° 4.414 2.634%102 2.326
& ‘
*DE | 0.197+10% 0.204 0.129%10° 0.207 2.127¢10% 0.348
% |0.716+10% 3.854 0.716+10° 4.854 4.825410° 2.682
0 2
+pE | 0.078+10% 0.047 0.078510° 0.047 0.616%10° 0.056
c-2 ‘ ‘
% | 0.300%10% 3.487 0.285+10° 4.447 2.264+10° 2.345
6
+pE | 0.044+10% 0.065 0.062+10° 0.101 0.577#10% 0.115
% 10.657+10% 3.811 0.704#10° 4.844 5.003+410° 2.698
o :
toE | 0.138420% 0.098 0.112410° 0.067 0.534%10% 0.048
SCPF — : 5 —
% | 1.101+10% 3.949 1.009x10° 4.943 7.221#10%2 2.755
6
IDE | 0.865%10% 0.350 0.589x10° 0.297 6.202#10% 0.361

CUADRO # 19:

Medias (X) y desviaciones estandar (DE} de las UFC por
pulmdn (BP), gramo de pulmdn (BGP),gramo de ratdn (BGR)
v sus transformaciones logarfitmicas (LBP,LBGP y LBGR},
de los tratamientos C-1 (Control 1: aercsolizado prime
ro con PBS), €-2 (Control 2: aerosolizado primero con
caldo BEI}) y SCPF (Sobrenadante del cultivo de Pasteu~
rella filtrado, con el gue los ratones del grupo se ae
rosolizaron primerec); inmediatamente después del aero—
?ol con P.multocida VC~Cap (0Oh) y seis horas mis tarde
6h} . '
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FACTOR || G.L. |[° §&.C. - C.M. F P

Modelo s | 0.935 0.187 6.388 0.007

Trat. 2 0.238 0.119 4.065 0.048

Hora 1 { 0.374 0.374 12.776 0.009

HxTr 2 0.324 0.162 5.534 0.022
. Error 11 0.322 ©0.029

Total 16 1.257

.CUADRO # 20: Tabla de ANOVA, construida a partir de los datos,obte
nidos en el experimento para determinar el efecto del
SCPF sobre la remccidn pulmonar de P.multocida VC-Cap,
expresados en LBGP, para determinar la existencia de
un efecto hora y/o un efecto tratamiento sobre el nfi
mero de bacterias recuperadas de pulmén. -
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(a)  C-1(0h) C-2(0h) ' SCPF(0h)
(b) C-1(6h} C—.2(6h). SCPF (6h)
() Oh (C-1) 6h(C-1)
(a) Oh(C-2) 6h(C-2)
(e) Oh (SCPF} ~ 6h(SCPF)

CUADRO # 21: Prueba de Duncan (%¢=0.05) para detectar diferencias
significativas entre: (a) tratamientos a las 0 horas,
(b} tratamientos a las 6 horas, (¢) horas en el tra-
tamiento eon PBS, {(d) horas en el tratamiento con BHI
y (e) horas en el tratamiento con SCPF. Datos en LBGP.

Las barras unen a los grupos entre los que no se dio
una diferencia estadisticamente significativa.
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FACTOR|| G.L.| S.C. | c.M. F p

Trata. 2 10392.24 5196.120 7.943 0.021

Error 6 3925.05 | 654.170

Total 8 14317.29

Cc-1 c-2 ' SCPF

CUADRQ # 24: Tabla de ANOVA, v prueba de Duncan (#=0,05), de los
Indices de remocidn y retencidn transformados ~arco
tangente- de BGP. Los tratamientes unidos por la ba
rra mostraron diferencias estadfsticamente no signi
ficativas,
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6. Efecto del tiempo posinfeccidn con virus de la enfermedad

de Aujeszky sobre la remocidn pulmonar de P.wultocida VC—Cap

las concentraciones, en UFC/ml, de las diferentes SBLA utj
lizadas a lo large del experimentc se pueden ver en el cuadro
# 25.

En 8l cuadro # 26 se muestran las medias y desviaciones es
tandar de las UPC ror pwlmén (BP), gramo de pulgén {BGP), gra-
mo de ratén (BGR) y sus transformaciones logaritmicas (:»BP, LB~
GP y LBGR) de cada unc de los dias transcurridos entre el ée-
rosol de virus y el aerosol bacteriano, tanto a las O horas co
mo & las 6 horas del diltimo aerosol.

El ANOVA de 1los datos expresados en LBP (cuadro # 27) mues
tra la existencia de un efecto de dfa (p=1 x 10—6} y hora (p=
5 x 10“6), ademfs de una interaccidn significativa entre hora
y dfa (p=0.05). o

La figura # 10 presenta en forma gréfica los valores de
LBGP del cuadro # 26, en ella puede apreciarse como va disminu
yendo 1a distancia entre las dos curvas 1o gque se manifiesta,
como se verd mis tarde, en una disminucién con el tiempo del
indice de remocién.

Los resultados de la prueba de Duncan («=0.05), mostrados
en los cuadros # 28 y #_29, indicaron gue en la cantidad de bag
terias depositadas (kora 0), expresadar .en: LBP, fue igual pa-
ra todos los grﬁpos salvp entre los grupos D=7 y D-15. & las 6
horas, ics grupos D-7, -5, D-3, D-2 y C-1 no tuvieron diferen
cias estadfsticamente significativas; lo mismo sucedid con los
grupos D-11, D-3 y C-1; el dfa 15‘(D-15) fue diferente a todos
los demds. Por otro lado, todos los grupos mostraron diferen—

cis estadistica entre 0 y 6 horas s21vo D-11 y D-15.
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Los resultados de cada uno de'los ratones se pueden ver en
el cuadro F-1 del apéndice F y los ANOVA de LBGR y LBGR en los
cuadros F-2 y P-3, respectivamente,

Los fndices de remocibn y retencidn, a las & horas, de los
cuatro ratones de cada uno de los grupos,estén reflejados en el
cuadro F-4 y las medias, junto con las degviaciones estandar ,
aparecen en el cuadro # 30. :

El ANOVA de RET LBP y REM LBP (cuadro # 31) mostrd wm efec
to de dia (p=0.027) estadisticamente significativo gue, nomo.se
buede ver en la prueba de Duncan del mismc cuadro, se debe a
las diferencias entre los grupos D-11 y D-15 con los grupos C-1,
-2, D-5 y D-7,

En 21 apéndice F se muestran otros ANOVA, junto a las prue
bas de Duncan correspondientes (4=0.05), gque como se puede .ver
resultaron estadf{sticamente significativos,con rechazo de la hi
pétesis nulae de gque todos los grupos eran iguaies. De las prue
bas de Duncan se deduce que el dfa 15 fue, en todos Llos casos,
eatadisticamente diferente de los dias'é, 5, 7 y del grupec con
trol; mientras que el grupo D-11 no logrd diferenciarse en to-
das las ocasicnes del grupo control,

Como se hizo en el experimento anterior, los indices de rg
mocién y retencidn se transformaron por arcé tangente para re-
ducir varianzas. K En el cuadro # 32 se presentan los valores we,
dios y las desviaciones estandar de estos Indices transforma-
dos (RETT y REMT) para cada uwno de los grupos., Los datos indi-
viduales puéaen verge en el apéndice F, Como se ve en el cuadro
# 32, la transformacidn empleada ﬁomogeneizé satisfactoriaménte
las varianzas aungue redujo lag diferencias entre los dos ﬁlt;
mos grupos (D=1 y D-1i5} y el resto, fendmeno similar al ocu-

rrido en el experimentc anterior,
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En la figura # 11 se han representado los valores medios
de RETT LBGP asi comc sus desviaciones estandar, en ella se pueg
de observar como aumenia el findice de retenciédn a parfir del
dia 7.

En 1a'figura # 12 se representaron los valores medios ds
REMT LBG? y sus desviacioneg estandar, En esta figura se obser
va un efecto,contraric al de la figura # 1I, de disminucidén del
indice de remocidn a partir del afa 7.

Fl andlisis de varianza de los {ndices de retencidn y remo.
cién transformados de LBP (cuadro # 33) arrojé un efecto signi-
ficativo de dfa (p=0.03) debido, como se ve en el reaultadolde
la prueba de Duncan acompafiante, a la diferencia entre D-15 ¥y
¢-1, -2 D-3, D-5 y D-7; ¥ a la diferencia entre D-11 y C-1,

El resto de andlisis de varianza mostraron un efecto sig-
nificative de dfa (ver el apéndice F). Las diferentes pruebas
de Duncan ratificaron los resuitados anteriores,con los Indices
‘no transformados, de que el grupo D-15 fue siempre diferente a
los grupos ¢-1, D-2, D-B y D-7; mientras que el grupe D-11 no

logré &iferenciarse en todos los cascs del grupe control,
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TRAT. h BP 1LBP B3P LBGP BGR LBGR
ol % 4.261*102 5.625 4.027+108 6.597 2.933«10; 4.462
*pE |0.710%10° 0.072 0.882+10° 0.098 0.511%10% 0.078
c-1*
sl.% 0.929%102 4.849 0.944*102 5.821 0.592*102 3.708
*DE [ 0.768%10° 0.361 0.899+10° 0.423 o0.e6l2x10% 0.392
ol % 2.441*102 5.383 2.233*103 6.347 1.585*102 4.197
o |0.186%10° 0.034 0.246%10° 0.046 0.201%10% 0.057
D-2
ol % 0.355*102 4.723 0.735*102 5.663 0.580*102 3.542
*pE |0.752#10° 0.568 0.748x10° 0.593 0.522:20% 0.588
ol F ]4.090+102 5.609 3.993¢10f 6.598 2.990%10% . 4.469
+pE |0.538%10° 0.061 0.524x10° 0.059 0.638%10% 0.090
D-3 A
ol % [1.888+100 5.043 1.4362100 5.907 1.1574107 3.838
*DE [1.611%10° 0.644 1.276%10 0.662 1.012+10° 0.613
ol . 1.564*102 5.188 1.302410° 6.110 0.939*102 3.966
tpeE |0.308+10° 0.083 0.227%10% 0.076 0.192+10% 0,089
D-5
ol 0.506*102 4.680 0.420*102 5,594 0.316*10: 3.473
+pE |0.179410° 0.173 0.175%10%° 0.189 o0.129+10% o0.176
ol % 1.132*102 5.041 0.842*102 5.922 0.565*102 3.748
tpE | 0.332%10° 0.122 0.132#10° 0.070 0.095+10% o0.071
b-7 : :
sl % 0.418*10? 4.578 0.306*102 5.426 0.219*103 3,285
+nE [0.220%10° 0.222 0.199%10° 0.256 0.135#10% 0.249
ol % 2.406*102 5.375 2.131*102 6.325 1.504*103 4.172
1 Ol+pe |o0.490%10° 0.083 0.320%10° 0.061 0.267x10% 0.072
D-11 :
o X 2.560*102 5.282 1.703*10?- 6.108 1.215*102 3.975
IpE |2.009%10° 0.400 1.292%10° 0.396 0.883%10° 0.371
ol X 7.317*102 5.847 4.065*102 6.592 2.825*102 4.434
IpE [2.376%10° 0.153 1.321210° 0.153 0.941x10% 0.153
D15
sl % 7.598*102 5.852 4.970*102 6.638 3.467*103 4,482
+DE [3.119%10° 0.214 -2.548x10% 0.280 1.797+10% o0.278

CUADRO # 26:

Medias(x) y desviaciones estandar(DE) de las UFC por
pulmén (BP), gramo de pulmén(BGP), gramo de ratdn(BGR)
y sus transformacicnes logarfitmicas(LBP,LBGP y LBGR),

a diferentes dfas posinoculacidn del virus de Aujesz-

ky(Tratamiento); inmediatamente despu&s del aerosol
con P.multocida VC-Cap (0h) y seis horas més tarde.
(6h}) .

o .

= Grupo aerosclizado con PBS =no con virus~ tres di-
as antes de la nebulizacidn con P.multocida VC-Cap
{Control 1).
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FACTOR|| 6.L.| s.c. C.M. F. p
Modelol| 13 8.866 0.682 7.720 | 31077
pia 6 | 5.178 0.863 9.769 | 1%1076
Hora 1| 2.456 | 2.456 | 27.801 | s+107®
H*D - 6 1.232  { 0.205 2.324 0.05
Error || 41 | 3.622 0.088

Total || 54 | 12.488

CUADRO # 27: Tabla de ANOVA construida a partir de los datos,obte
nidos en el experimento para determinar el efecto de
el virus de la enfermedad de Aujeszky sobre la remo-
cidén pulmonar de P.multocida VC-Cap, expresados en
LBP, para determinar la existencia de un efecto dia
y/u hora sobre el nfimerc de bacterias recuperadas de
pulmdén.
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€1 HO Cl H6
Dz HO ’ D2 H6
D3 =0 D3 H6
D5 HO D5 HE
D7 HO D7 H6
D1l HO D11 H6
D15 HO D15 H6

CUADRC # 28: Prueba de Duncan {(«=0.05) para detectar diferencias
significativas entre hora. Datos en LBP.

Las barras unen a los grupos entre los gue no se dio
una diferencia estadisticamente significativa.
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0 Horas: D7 D2 D5 D11 Ccl D3 D15

6 Horas: D2 D5 D7 ci D3 D11 D15

CUADRO # 29: Prueba de Duncan (#=0.05) para detectar diferencias
significativas entre dfa. Datos en LBP.

Las barras unen a los grupos entre los que no se dio
una diferencia estadfisticamente significativa.
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FACTCOR|| G.L s.c. C.M. F P
Dfa 6 | 32479.11 ] 5413.19 3,023 0.027
Error 21 | 37602.06 | 17%0.57
Total 27 | 70081.17

ci D2 D5 . D7 D3 D15

CUADRO # 31: Tabla de ANCVA construida a partir de los datos, ob-
tenidos en el experimento para determinar el efecto
del virus de la enfermedad de Aujeszky sobre la re-
mocidén pulmonar de P.multocida VC-Cap, expresados en
forma de RET LBP ¥y REM LBP, para determinar la exis-
tencia de un efecto de dfa sobre losg fndices mencio-

nades.

En la parte inferior se muestran los resultados de
la prueba de Duncan («=0.05) realizada con los datos
del ANOVA anterior. ]
Las barras unen a los grupos entre los que no exis-

ti6 una diferencia significativa.
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FACTOR|| G.L. s.cC. C.M. F p

Dia 6 18703.99 3117.33 2,957 0.030

Error 21 | 22140.95 | 1054.33

Total 27 40844 .94

c1 D2 D3 D5 D7 pi1 D15

CUADRO # 33: Tabla de ANOVA construida a partir de los datos, ob-
tenidos en el experimento para determinar el efecto
del virus de la enfermedad de Aujeszky sobre la re-
mocibén pulmonar de P.multocida VC-Cap, expresados en
forma de RETT LBP y REMT LBP, para determinar la exis

-tencia de un efecto de dfa sobre los indices mencio-
nadoes.

En la parte inferior se muestran los resultados de
la prueba de Duncan (#=0.05) realizada con los da-
tos del ANOVA superior.

Las barras unen a los grupos entre los gue no se
produjo una diferencia significativa.



7. Mortalidad en ratones aecroscolizados con virus de la enferme- -

dz.d de Aujeszky y P.multocida

Ninguno de los cuatro ratones aerosolizados nmicamente con.
virus murid en el plazo de 15 dfas que durd el experimento.

, En el grupo aerosclizado con Pasteurells sblo se prudujo
tn 50% de mortalidad, sucumbiendo los dos animales a las 82 y
84 horas del aerosol bacteriano. '

Un hecho similar ocurrid com el grupo D=2 ~agrosolizado con
bacterias dos dfas después de la mebulizacidn con virus-. si bién
las muertes ocurrieron en este caso a las 38 y 302 horas del
iltimo aerosol,

En el resto de grupoes (P-3, D=7 y D-1l) murieron el 100%
de los animaleg. En el grupo D~3 en un promedio de 49.63 T17.5.
horas, en el D=7 con 76.5% 43.6 horas y en el D-11 con uma me-—
dia de 65,88 horas y una desviacién egtandar de 34.2 horas.

Como se puede ver existid una notable diferencia entre gru
pos i tenemos en cuenta el porcentaje de muertes en cada uno
de ellos. Esto,por otro lado, dificultd el andlisis estadfstico
de los resultados,prefiriendo representar éstos (figura # 13)
en una'gréfica de porcentaje de supervivientes en felacién al
tiempo transcurrido a partir del @ltimo aercsol al gue se somg
tiercn los arimales del grupo. No obstante lo diché anteriormen
te, el ANOVA de los grupos D-3, D-T7 y D-11 arrojd un resultado
no significative (p=0.545) por lo que se aceptd la hipétesis.
nula plénteada de no diferenciag enire los tiempos de muerte de
egtos tres grupos. ‘

Lag diferentes horas a lss gue scobrevine la muerte de cada

uno de los ratones pueden verse en el cuadro # 34,
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TIEMPO
DE
TRATAMIENTO RATON MUERTE

360* '
360*
360*
360%
g2
84
360%
360*
38
302
360%
360+
38
40
45
75.5
39.5
46.5
85.5
134.5
31
49
73.5
110

=

cvV

CP

D2

D3

D7

D11

W N R W N PR e W N R R W N R e W W

CUADRO # 34: Estudio de mortalidad. Tiempo de muerte de cada uno
de los ratones del experimento, contado a partir del
iltimo aerosol al que fueron sometidos los animales
de cada uno de log diferentes grupos. (CV= aercsoli-
zados s8lo con virus; CP= aerosolizado sélo con Pas-
teurella; D2, D3, D7 y Dll= aerosclizados con virus
¥, a los dias gue da nombre al grupo, con P.multoci-
da vC-Cap.}

*= Animales sacrificados a los 15 dfias del ﬁltimo'ag
rosol al que se sometid el grupo.
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8. Estudio histopatoldgico de la interaccién entre virus de la

enfermedad de Aujesgky ¥ P.multocida

Como dijimos en el apartadco correspondiente de material ¥
nétodos, el andlisis histoldgico se realizd sobre los pulmones
obtenidos de los ratones utilizados pars el estudio de tiempo
"de muerte ¥ de los ratones empleadoé ﬁnicamente para este mernesg
ter. ~ |

Las puntuacioneg de cada uno de los pulmones se decalian
en ¢l cuadro # 35 (ratones empleados en tiempo de muerte) ¥y en
el cuadro # 36 (ratones utilizados para,dinicamente,el estudio
histopatolégicb). El motive de procesar los resultados por se-
parado estribe en el hecho de gue mientras los ratones de los
grupog de "anstomia pateldgica®™ fueron sacrificados a las O y
48 horas del aerosol bacteriano, los ratones de los grupos de
"tiempo de muerte™ ge procesaron &l sobrevenif ésta o bién 15

- dfas después del fltimo aerosol.

Bl andlisis de varianza de los resultados obtenides de los
ratones de "tiempo de muerte” (cuadfo # 37) mostré la existen—w
cia de un efecto de tratamiento (p=0.005} sobre el grado de lg
gién. La prueba de Duncan (®X=0.05) permitid comcluir que entre
los grupos OV —control de virus-.y D2 no hubo una diferencia
‘estadisticamente significativaj que entre CP ~control de Pasteu-
rella-, D3, D7 y D11 tampoco existid una diferencia significati
va y que ambos blogues fﬁeron diferentes entre si (cuadro # 38).
Debemos- remarcar eﬁ este momento'que del grupo CP sfloc se ana-
ligaron dos de los cuatro ratones, pues los pulmones de los dos
snimales que fueron sacrificados a los 15 dfas del aerosol se
perdiercn; estos dos ratones faltantes se puede suponer gue ha.

brian arrcjado un grado de lesidn més bajo que el de los ciros
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dos, lo que habria gsupueste una disminucidén del grado de lesién
medio del grupo.rAsi las cosas, ¥ de haber arrojado dichos rato
nes un regultado similar a los dos ditimos del grupo D2 —animales
sacrificados igualmente a los 15 dfas-— el grupo CP no se habrias
diferenciado de D2 y habria sido diferente = D3, D7 ¥y Dil.

Ia figura # 14 wmuestra el histogrema de barras,con las me-
dias del grado de lesidn, para cada uno de los diferentes trata
mientos del grupo de ratones de "tiempo de muerte”,

Fl ANOVA de los resultados obtenidos con los ratoncs de "ana
tomfa patollgica" (cuadro # 39) no logrd detectar una diferencia
entre tratamientoz (p=0.253), ni entre hora (p=0.132), perc mog
trd una notable diferencia en cuanto al tipce de lesidn (p=0.008).
Por este Gltimo resultado se efsciuaron andlisis de varianza pa
ra cada tipo de lesidn por separado (cuadro # 40), de los que
se dedujo que el gradc de glveolitis y perivasculitis no tﬁvo
relacidn con tratamiento ni con hofa. Sin embargo, el grado de
pleuritis fue dependiente del tratamiento (p=0.019) y de ia hora
{p=0.011), con una interaccidn significativa entre ambos(p=d.019).
‘Tos resultados de la prusba de Duncan @&=O.65) se muestran en
el cuadro # 41. . . '

En la figura # 15 se han representado, en histograma-de ba
rras, log grados medios de lesién pars cada tratamiento, tanto

& las O horas ¥y & las 48 horas.
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GRUPQ RATON PLE ALV PER QOTRAS LESIONES
H(2), E(2)

b=

cv H{2}, E(1)

E{1)
H(2)
H{2), E(2)

2SN N I N FUR N ]

[ LS TN 5 I B (G T o [ e ]

M M NN O
- (=2 T R SR

cp N

w

*

1=

H(2), E(2), B(2)
H(2)

H(l)}

H(Z}), B(2)
H(2), E(1)
H(2) .
H{2), E(1}
H(2), E(2)
H(2), E(1)
H{2)

H(2}, E(2)
H(2), E(L)
H{2)

H{2), E(2)
H{2), E(2)
H(2), E(2)

D2

D3

D7

- D11

MONOR RDIN NN R NN NN O O N

CUADRO # 35: Resultados del grado de lesidSn microsctpica de cada
uno de los ratones utilizados en el estudic de tiem
o de muerte. {Grado de lesi6n= 0, 1 & 2}

PLE= Pleuritis.

ALV= Alveolitis.

PER= Perivasculitis.

= Hemorragila.

E= Edema. .

B= Bronquitis o peribronguitis.

*= Se perdid la muestra pulmonar.



184

GRUPD | HORA | RATON PLE ALY PER QOTRAS LESEONES
1 0 0 0 H(1), E(1)
0 2 0 0 0
v . 1 0 0 0 H(2), E{L)
48 2 0 2 1
1 0 2 0 H(2)
0 2 0 1 0 H(2), E(1)
Cce 1 1 0 0 2 H(2)
48 2 0 2 0 E(2)
1 0 0 0 H(2), E(1)
0 2 0 2 1
b2 1 0 0 0 E(1)
48 2 0 0 1 H(1)
1 0 2 2 _
0 2 0 0 0 H(1), E(1)
D3 1 2 2 2 H(2), B(2)
48 2 2 0 0 H(2) :
1 0 2 1 H(1), E(2)
0 2 0 1 0 H(1)
D7 1 0 1 0
48 2 0 2 0 E(2)
1 0 0 0 H{2), E(1)
0 2 0 2 0 H(2), E(2)
pil 1 2 2 2 B(1)
48 2 0 2 0 H(2), E(2)

CUADRO # 36: Resultados del grado de lesifn microscédpica y su re-
lacién con el tiempo transcurrido entre el aerosol
virico y bacteriano (grupo) y con el tiempo de sacri
ficio tras el dltimo aerosol al gue se enfrentaron
los animales del grupo (hora).

Las diferentes abreviaturas representan lo mismo gue
en el cuadro anterior.
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FACTOR || G.L. s.c. C.M. F P
Modelo 17 16.62 0.978 1.840° 0.050
Dia 5 10.29 2.058 3.873 0.005
Lesifn 2 2.94 1.470 2.766 0.073
DXL 10 3.39 0.339 0.639 0.773
Exror 48 25,50 0.531

Total 65 42.12

CUADRO # 37:

Tabla de ANOVA para el grado de lesién de los ra-
tones de "tiempo de muerte”. El anilisis se reali

.26 atendiendo tan sclo a los grados de pleuritis,

CUADRO # 38:

alveolitis y perivasculitis.

cv b2 CP D3 D7 Dil

Prueba de Duncan («=0.05),para determinar diferen-
cias entre grupos, realizada con los resultados de
el ANOVA del cuadro # 37. )

Las barras unen a los grupos entre los gque no se
dio una diferencia significativa.
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FACTOR| G.L. s.c. C.M. F - p
Modelo| 35 | 27.82 0.795 1.122 ] 0.365
pfa s | 4.90 0.981 1.384 | 0.253
Hora 1 1.68 | 1.681 2,373 0.132
Lesién| - 2 7.86 3.931 5.549 | 0.008;
D x H 5 3.90 0.781 S 1.102 | 0.376
DxL | 10 4.31 0.431 0.608 | 0.797]
H X L 2 0.53 0.264 0.373 | 0.692
DxHXL | 10 4.64 0.464 0.655 | 0.757
Error: 36 25.50 . 0.708

Total 71 53.32

CUADRO # 39: Tabla de ANOVA para el grado de lesién de los ra-
tones de "anatomfa patolSgica". El andlisis se
efectud atendiendo s8lo al grado de pleuritis, al
veolitis ¥ perivasculitis. .
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PLEURITIS

FACTOR |G.L. | s.c. c.m. F p
Modelo [ 11 | 8.500 0.773 4.636 0.007
bfa 5 3.500 0.700 4.200 0.019
Hora 1 1.500 1.500 9.000 0.011)
D xH 5 3.500 0.700 4.200 0.019
Errér 12 2,000 0.167

‘Total | 23 |10.500

ALVEOLITIS
FACTOR [[G.L. 5.C. Q.M. F b
Modelo | 11 | 7.458 0.678 0.603 | 0,795
Dia 5 | 2,208 0.842 . 0.748 | 0.603
Hora 1 | 0.042 | . 0.042 0,037 | 0.851
D x d 5 | 3.208 0.642 0.570 | 0.722
Error | 12 |13.500 ©1.125
Total 23 20.958
" PERIVASCULITIS
" FACTOR {G.L. s.cC. C.M, F p
Modelo || 11 | 4.000 0.364 0.436 | 0.910
bfa 5 | 1.500 0.300 0.360 | 0.866
Hora 1 | 0.667 0.667 0.800 | 0.389
D x H 5 1.833  0.367 0.440 0.812)
Error | 12 | 10.000 0.833 -
0Total . 23 .| 14.000

CUADRO # 40: Talblas de ANOVA para el grado de lesifn de los ra-
) - tones de "anatomfa patolSgica" tras desdoblar el
tipo de lesién.
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(o)

CUADRO # 41:
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cv cP D2 D3 D7 D1l
cv cp D2 D7 D3 b11

¢V HO CV H&8

CP BO CP H48

D2 HO DZ W48

D3 HO D3 HAB

D7 HO D7 H48

D11 HO ‘D1l HA48

Prueba de Duncan (£=0,05),realizada con los resul-
tados del ANOVA de Pleuritis del cuadro # 41, para
determinar las diferencias entre grupos a las 0 ho
ras (a) y a las 48 horas (b), v para determinar la
diferencia entre hora en los diferentes grupos (c).

Las barras unen a los grupos entre los que no se
produjo una diferencia significativa.
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9. Otres resultados

9.1, Relacidn entre peso de pulmén v pesc de ratdn

Con los 39 ratones de los diferentes grupos control, ¥ con
los de 1ms O horas del fiitimo de los experimentos, .se construy§
"la recta de regresidn lineal emtre peso de pulmén y peso de ra-

tén (figura_# 16). La ecuaciln de esta recta fue:
Peso de pulmdn = 0.017 + {C.006 x Peso de ratdn)

con un coeficiente de correlacién de 0.92. Altamente significa-
tivo pues dic un valor de t calculada de 14,32 (p(b-OOl).

El intervalo de.confianza, al 99%, para el peso de'pulmén
resulté ser de ¥ 0,027 gramos. '

Tanto la recta, como el intervaio de copfianza antédicho,'

se encuentran graficados en la figura # 16.

9.2. Relacibn entre la concentracidn del aerosoi bacterianoc y el

depbsito de bacierias en el pulmén

Para el estudio de esta relacidn se tuvieron en cuenta& los
diferentes inbculos utilizados (transformados logariimicamente)
¥ la cantidad dé bacterias,'a las O horas, de los qiferentes gru
pos de-raténes y expresada en forma de LBGP..

La. ecuacién de la recta fues
LBGP = {-1.138) + (0.805 x log UFC/ml del aerosol)

con un coeficiente de correlacién_(r=0.903) altamente significa
tive, t=12.78 (p<0.00L1}.
Er intervalo de confianga,al 95%, para LEBGP fue de ¥ 0,566,
En 1z gréfica # 17 se representd la recta con &1 menciona-’

do intervalo de confianza.
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9.3, Fetudio del veso pulmonar de log ratones vtilizades en el

gxpverimento para determinar el efecto del virus de la en-—

fermedad de Aujeszky sobre la remocidn de P,multocida

Para completar la exposicidn de resultados obtenidos,; gue-
" remos resaltar un fsnémenc curiosc detectado al efectuar el ang
ligis de las variaciones en el peso pulmonar de los ratones uti
ligados en el Ultimo de los experimentos. '

En el cuadro G-1 se ﬁuestran lag variaciones, en p3iso.de
pulmén, tomadas como la diferencia entre la relacidn, s=n tantos
por 1000 de peso corporal, del peso obtenido y el peso esgperado;
este Ultimo caleulado a partir de la recta obienida previamente
(vease apartado 9;1. de la presente exposicidn de resultadog).

Lz formula utilizada para el cdlculo fue la siguiente:

DPP = __u.ﬁ_._a'PPg'PP E x 1000
donde: DPP= Diferencia entre la relacién observada y esperada.
PPO= Peso‘del pulmén observado,
PPE= Peso del pulmdn esperado,
PR = Peso del ratdn.

F1 ANOVA de estos resultadog mostrd la existencia_de un
efecto de hora altamente significativo (p= 0,001), como pueds
verse en el cuadro # 42. Debido, como 1o demuestra la prueba de
Duncan pertinente con =0.0% (cuadro # 43), a una diferencia del
grupo de ratones del dfa 3 y sacrificado seis horas despues del
aerosol'bactériano, con el resto de los Erupos.

La figura # 18 muestra los valores medios, para cada uno
detlos.dias vy horas, de DPP junto con el error estandar (raiz
cusdrada del CMER —cuadrado medio del error— entre 2). En ésta

se puede observar gue la DPP & las 6 horas fue siempre mayor
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que la DPP a las O horas, diferencia estadfsticamente no signifi

‘cativa galvo para el dfa 3.
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FACTOR || G.L. s.c. Q.M. F o
Modelo ‘13 8.225 0.633 2.213 | 0.027

' pfa 6 2.915 0.486 1.699 0.146
Hora 1| 3.450 3.450 12.065 | 0.001
D x H 6 1.861 0.310 |. 1.085 | 0.387
VError oA | 11.724 .o,zas

Total il 54 19.949

CUADRO # 42: Tabla de ANOVA para ver el afecto de dia vy hora
sobre la relacién entre peso de pulmSn observa-
do v peso de pulmdSn esperado.



(a)
(b}

(c)

CUADRO # 43:

198

[si} D2 D3 ~ D5 D7 jrilid D15

Ci D2 2= D7 Dil D15 D3

¢1 Oh c1 6h
D2 Oh — D2 6h
D3 Oh D3 6h
5 Oh D5 6h
b7 Oh D7 6h
DIl 6h - DLL 6h

D15 Oh D15 6h

Prueba de Duncan (£=0.05), realizada con los re-
sultados del ANOVA anterior, para determinar las
diferencias entre tratamientos a las 0 horas (a)

v a las 6 horas (b), vy para determinar la 4ife-

rencia entre hora en los diferentes tratamientos,

Las barras unen a los grupos entre los gue no
existid una diferencia significativa.
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Vv DISCUSION Y CONCLUSIONES

Lz prueba de inmunodifusidn, por los trabajos realizados
por Gutekunst y cols. (1978), Gutvelunst y Pirtle (1979),. Pirtle
(1982) ¥ Kelling y cols. (1982), ha demostradc ser una téenica
muy satisfactoria para la deteccidn des anticuerpos conira el vi
rus de la enfermedad de Aujeszky. Por ellb, ¥y por la rapidez de
la técnica; decidimos implementar la contrainmunoelectroforesis
(IEOP) para el estudio de los sueros obtenidos en ragire.

e lag diferentes pruebas realizadas para encontrar las con -
diciomes Sptimas de la IEOP, concluimos que la agarosa al 0.65%,
al empleérse como agente gelificante, resulté ser mis satisfac-
toria gue el agar Noble al 1%. Este resultado eg concordanie con
lo publicado por Gutekurist v cols (1978) para la deteceibn, por
microinmunodifusibn, de aniticuerpcs séricos contra el virus de
pseudcrrabia, ¥ siendo consecuente también con una de las carag
terf{sticas propias de la prueba, segin la cual la sgarcpecting
del agar Noble influye negativamenie en la resolucidn de la prug
ba. -

Ia combinacién de soluciones tampdn que arrojd mejores re-

“sultzdos fue aguella en la que el tampén # 1 se puso en la céma
rs, de eleciroforesis y el tampdn # 2 en el gel. Ello concuerda
con lo publicado para el virus de Pegie Porcina Africans por Pan
y cols. (14§72), pero no con lo concluido por Papp-Vid y Dulsac
{1979) paras el virus de pseudorrabia.

La distancia, entre bordes de pocillo, con bandas mis inten
sas y claras,fue 1a de 5 mm, coincidente com lo publicado por
Papp-Vid y Dulac en 1979.

En cuanto al tiempo de corrida, ¥ si bien itras 60 minutos

las liness de precipitazcién se habian formadc completamente, se
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prefirif, por motivos de seguridad, prolongar la duracifn de la
‘prueba hasta los 90 minutos.

Bn cusnto al tipo de antfgeno a emplear, el nfmero 1 (Ag 1
0 Ag extraide con Tween 80) resultd ligeramente mejor que el ni
mero 3 (Ag 3 o Ag de sulfato de amonio); ya que, mientras el
Az 1 produjo bandas de precipitacidn hasta la dilucidn 1:8, el
4g 3 88lo lo hizo hasta la dilucidn 1:4. En adicidn a lo ante-
riof, el Ag 1 detecté@ consistentemente, -diluciones mds altas
del suero control pesitive (cunadro # 2).

La prueba se comsiderd especifica por las reiterativas reag
ciones negativas al enfrentar los antigenos negativos (Ag 2 vy
4g 4) con el suero countrol positivo, y los anifgenos positivos

{dg 1 y Ag 3) con el suerc control negativo.

De los 72 pulmones neumbnicos analizados en nuestro mues—
trec, en un 76.4 % se aislé algin tipo de agente bacterianc,
giendo negative el aislamiento en el 23.6 % restante, Estos re-
sultados concuerdan con lo publicade por Ochoa (1978) en un tra
" bajo similar realizado en México.

51 bien hay'concordancia en el porcentaje de aislamientos,
nuéstroé datos difieren de lcs suyos en el sentido de ung in-
cidencia de casi el doble, en comparacidn con la de éste inves-
tigador, de pulmones neumdnicos con aislamiento pdsitivo de Pas-

teurella muliocida (43.06%); mientras que el de otras bacterias,

no pertenecientes al género Pasteurells fue menor {(25%), resul-

tando similar el néimero de Pasteurella haemolytica (8,33%), Bs-

tas discrepancias pueden ser debidas s la técnica de aislamiento
uvtilizada por nosotros —igoculacién:intraperitoneal en ratones-—
que, como apunta Carter (1978), favorece el aislamiento de este

tipo de bvacterias,
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Por otro lado, el 54.72% de los animales estudiados presen
taron enticuerpos, detectables por IEOP; contra el virus de la
enfermedad de Aujeszky. Estos regultados fueron ceincidentes con |
lo repcritado previamente en la Repiblica Mexicana (Medina ¥ Co-
rrea, 1977; Orraca, 1978; Mercado y cols.; 1982).

Esta serologfa positiva la consideramos efecto de la puesta
en contacto del animal con virusg vivo de pgeudorrabia. Para ellce
nos basamos en lo conciuido por Me Ferran y Dow (1973) segin los
cuales la inmunidad calostral sélo es efectiva durante "al menos
7 semanas™, en 1o publicado por Andries y cols. {(1978) qué con-
ecretan la duracidn de la inﬁunidad calostral a 15 sémanas? y en
lo commicado por el Dr Moralés (comunicacién persoﬂal).en'ql
sentido de que, en México} no estd generalizade el uso de la vz
émacibn contra pséudorrabia para cerdos de engorda.

El aislamiento negative de virus, a partir de los fragmen< '
tog pulmonares cultivados, 1o achacamos a las caracterfsticas
propias del virus y de la téenica utilizada, gue ha resultado no
ser siempre efectiva (Alva-Valdes y.cols., 1983).! Como carache~-
ristica de la familia a la gue pertenece, el virus de la enfer-
medad de Avjeszky (herpes suis tipo I) pasz fdcilmente a una fg
se de iatencia, por integracifn de su 4cido nucleico al ADN ce-~
lular, como lo demuestra Gutekunst (1979) en sus estudios sobre
‘hibridizacién de Acidos nucleicos.

Eojnok (1965) logra aislar el virus, del tracto respirato-
rio superior de cerdos aparentemente sanos, cultivando nuestras
de secrecicnés'nasales;?laringeas ¥ far{ngeas, tomadas con es-—
cobillén de algoddn, en células de rifién de cerdo. '

De otro lado Gutekumst (21979), en un interesante estudio,
demuestra la integracién del ADN viral en el ADN celular,‘en las

células del géngiio trigémino, en cerdos a partir de los cuales
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no legrd recuperar virus de secreciones nasales, de cultive de
‘explantes ni por cocultivo de las muestras trigeminales anali-
zaias de forma paralela,.

En 1980 Beran y cols., aplicando las técnicas de cocultivo
¥y de cultivo de fragmentcg, logran aislamientos virales de cer-
dos recuperados de la enfermedad; hasta el decimotercer mes pog
inoculacidn con la cepa Iowa del virus de pseudorrabias

Gutekunst y cols (1980) récuperan el vixué, a partir de gén
glio trigbmino, de cerdos con bajo titulo de anticuerpos neutrs
lizantes{ tras la inoculacidn de 200 mg/kg de dexametasona, ¥y
aplicando- el método de cocultivo. La exaltacibn de virus laten=
tes por corticoesteroides ha sido demosirada también en IBR, otro

miembro de la familia Herpesviridae, (Aguilar-Setien y cols,1979b),

En la figura # 1 se puede ver claramente que 8l combinarse
los factores Pulmén Neumdnico y Serologfa Pogitiva, la relacidn
Alslamiento/No aislamiento es méxima (=6.8), ¥y alcanza los ni-

veles minimos con la combinacién Pulmén Normal-Suero Negativo
(=0.2). Id relacién es de casi 1 en Pulmén Neuménico-Suero Ne-
gativ&§(=l.3) v en Pulmén Normal-Suero Positivo (=l.2).

Por todos los resultados anteriores ¥ los resumidos en los
cuadros # 3, 4, 5'y 6; azf como por las consideraciones previas,
hay una raszdn estadistica suficiente (p<0.05) para sospéchar re
lacién entre seroclogla positiva al virus de la enfermedad de
Aujeszky con el desarrolle de procesos neumdnicos en oerdés de
engorda, as{ como entre la serologfa v el aislamiento bacteria-~
no, Pudiendose'hipotetizar que el virus de péeudorrabia actua~
rfa como zgente primaric en los proéesos neuménicos del cerdo,
allanando el caminb para que el iracto respiratorio inferiocr sea

colonizadoApor agentes secundarios de tipo bacterianoc, y espe- -

cialmente P.,multocida.
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En nuestro estudio, la incidencia de P.multocida tipo cap-
sular D fue muche mayor (68.42%) que la de P.multocida tipo cap
sular A (18.42%4), Estos resultados no concuerdan con los repor-
tados por otros autores (Lind y cols.,1578; Carter,1955 y l957;
Pijoan y cols.,1983) pafa_muestras del mismo tipo; feniendd la
aproximacién més cercana en lo publicado por Van H. Meyeringh ¥
cols, (1977) ¥y por De Jong y cols. (1980), los cuales observa-
ron una mayor incidencia del tipo capsular D a partir de nues-—
tras nasales de cerdos con rinitis atréfica.

Estos resultadqs pueden suponer una diferencig de México,
con respecto a otros paises, en cuanto.a la distribucién de los
diferentes tipos ecapsulares de P.multogida, o bien'una mala in-
terpretacifn de algunas. leciuras por nuestra falta de experien-
cia con las técnicas de tipificacidn capsular empleadas; si bien
dichas pruebas se repitieron tres.veces y siempre, como se dijo

en material-metodos, se emplearon cepas control.

En el estudic de patogenicidad para ratén -—animal eiegido
por su disponibilidad, marcada susceptibilidad a diferentes ce-
pas de P.multocida y por presentar cuadros clinicos similares
al ser inoculado con bacterias érooedentes de gislamientos de dl
ferentes especies (Rimierry Boycott, l979)—:sé obtuvieron fesu;
tados negativos a la hora de encontrar relacidn entre el tiempo
de muerte y el tipo. capsular (p>0.75). '

De otro lado, se observaron notables diferencias,en cuanto
a la patogeﬁicidad, entre bacterias con el mismo tipo capsular-
(determinada aquella por el tiempo de muerte iras la inoculacidn
intraperitoneal de una cantidad fija de bacterias),_conclusién
a la gue también arribaron Okerman y cols. (1979) en un trabajo

realizado con Pasteurella aisladas de conejo, y Backstrom y cols.
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(1982) en casos de rinitis atf8fica de cerdos.

Por lo anterior pensamos gue posiblemente existan otras ca,
racteristicas que, por si solas o en combinacidén, permitan ex-
plicar estas diferencias tan notorias en la patogenicidad (anti

genos somidticos, exotoxinas...).

Con los resultados obtenidos del experimento para determi:
nay la curva patrén de la remccién pulmonar de P.mulitocida se
sacaron dos importantes conclusiones.

lLa primera fue la de que la mdxima diferencia entre bacte-
rias inoculadas y reouperadas ge produjo con el grupo de las 6
horas. El tratamiento egtadfstico de 16s datos (ANOVA y prueba
de Duncan) demostrd que, entre estas dos horas -0 y 6-, la dife
.rencia fue siempre estadisticamente significativa, sin importar
én que unidades viniesen expresados los resultadoé (cuadros #15,
16, 18 y D2-D7), no ocurrieﬁdo lo mismo cen el resto de horas
estudiadas. ) )

Por otre lado, la varianza del grupc de 6 horas fue mucho
menor (s°pep=8.29 x 10%) que la obtenida a las 12 (s°pep=5.97 x
-109), 24 (s2pgp=3.44 x 1010) y 48 (SEBGP=1'48 x.2019) horas poOs
inoculacidn. La menor varianza del grupo de ratones sacrificado
a las 6 horas del aerosol bacteriano, asf como @l ser el de ma-
yor diferencia con el grupo de las O horas, fue un hecho de gren
importuncia pars el procesamiento estadfstico de los resultados
posteriores, pues el efecto del virus, sobre'cada ratén parti-
cular; va & suponer un nuevo motivo de variacién_qﬁef 18gicamen
te, se manifestard en varianzas mayores.

Con tode lo antedicho se pudo determinar, sin género de du
dag, cual habria de ser la mejor hora para gacrificar el segun-
do grupo de ratones con el gue se calcularfan los {ndices de rg

mocidn y retencién.
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Como segunda conclusidn a la que llegamos con este experi-
mento,fue la del comportamiento peculiar del pulmén murino paras
remover la P.muliocida utilizada para el esitudio.

En mfiltiples reportes de la literatura, el patrén de elimi
naecibn bacteriana fue progresivo: "mencs bacterias a mayor tiem
po transcurrido®.’ A conclusiones de este tipo llegaron Eillie y

Thomson {(1972) trabajandec c¢on Pasteurella haemolyticas en ratones

Q
¥ bivinos, Goldstein y Green (1967) con Pasteurells pneumoiropieca

en ratén, Laurenzi y cols. (1963) con Staphylococcus avreus en

ratones, Jackson y cols. (1967) con Escherichia coli y Proteus-

mirabilis en ratones, Jakab (1974) con P.pneumotropica en rato-

nes, Campbell ¥ cols. {1983) con P.haemolytica en ratones y Mar

tinez (1984) con P.haemolytice ¥y S.aureus en ratones.

Jay y cols, (1976), al contrario de los anteriores, obser—

varcn un comportamiento anémalo para Klebsiells pneumoniae en rg

tones, comprobande due no 8610 no hubo eliminacién de bacterias
sf no que hubo una multiplicacidn activa, detectable, de éstas
en el pulmdn. ' ‘ '

En nuestro experimento observamos una cufva (figuras # 2,
37 4),a medié camino entre lasg descritas por esos dos bloques
de autores, en la que se aprecia una detencidn en la velocidad
de remocién bacteriana entre las 12 y 48 horas (fase de meseta
en la curva}. Este efecto =e deria expliéar por la composicién
capsular de la bacteria utilizada que impidiese una fogocitesis
efectiva de_ésta (Mzheswaran y Thies, 1979) o porgue el microor
ganismo'segregase o liberase alguna sustancia capaz, por si so-
la, de alterar los mecarnismos de éliminacibn bacteriana del pul
mén {Mzrkham y Wilkie, 1980).:

De ser la causa de esta remccidén anbmala la prlmera alter-

nativa de explicacidn, es 16gico pensar que en el lapso indicial
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de 6 horas no tendrfa que haberse producido una eliminacidn efec
tive de bacterias, coﬁo asf sucedil, Por ello, la segunda alter
nativa explicaria mejor este tipo de curva; ya que, para conse-
guir una cieria concentraciln de sustancia, capaz de afsctar la
remocibén bacteriana, serfa necesario que transcurriese un cierto
intervalo de tiempo; o bien que este periodo de retardo gerfa el
necesario para que log efectos de la sustancis,sobre los meca~
nismos involucrados en la eliminscién de bacteriasg, fuesen de tal
magnitud para que se hiciesén deteciables.

Como la bacteria con la que trabajamos es productora de ne
crotoxina, to cual podrfa explicar la remocién anémala, el plan
teamiento del siguiente experimentc se higo, precisamente, para
gxclarecer si la causa de la disminucién en la velocidad de re-
mocifn podria ser explicaeda de esta manersa.

LIos resultados obtenidos apoyan la hipdtesis segin la cual
la bacteria liberarfa, o segregarfes, una(s) sustancia(s) capaz
de minimizar la eficiencia de los sistemas pulmonares ds defen—
sa, encargados de eliminar las particulas extrafiag que consiguen
llegar al tracto respiratorio inferior, Demostrande ademds que
esta sustancia, o grupo de sustancias, se encuentra sn el sobrg
nadante de un cultive fresco (6-8 horas) de E.multccida D-necro
téxica.

El efecto de esta(s) sustancia(s), no sflo disminuye la ve
locidad de remocidén pulmonar, de bacterias depcsitadas 12 horas
degpuls de aplicar sl azerosol con aquellas, sf no que ey de tal
magnitud que permite observar la multiplicacidn bacteriana en el
pulmén., Lo cusl representa que la tasa de remocidn (no se puede
afirmar'que tenga un valor del O absoluto) es menor a la tasa
de multiplicacidn bacteriana. (Ver resultados del cuadro # 19).

Con este emperimento no podemos concluir que el efecto obi-
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servado sea debido a la necrotoxina, si bien es una hipdtesis
de trabajo que rdpidamente se plantéa; pero sf concluimos que
en el 1fquido sobrenadante hay "algo™ capaz de explicar el afec
to de meseta detectado en la curva patrdn de remocién. E hipote
tizamos que ¢l mecanismo alterado por la sustancia ha de ser el
de fagocitosis, en élguna de sus Tases, pues es relativamente
rdpide para que hayan tenide lﬁgar cambiocs histopatolégicos en
el epitelio tragqueo-bronquial; y ademds, de haberse producide
£stos, el depSgito ds bacterias en el grupc ds ratones asrogoll
zado con SCPF deberfs de haber sido significativamente mayor que
el de los.grupos control.

De sustancias liberadas por bacterias, e involucradas en
los procesos patollgicos atribuidos a éstas, existen multiples

antecedentes, Agui podemecs citar a Ia toxina de Bordetella bron-

chiseptica capaz de inducir rinitis atrdfica en cerde (Goodnow,
1980); la toxina diftérica, causa de la sintomatologfa clisica
de la enfermedad -difteria—, e inducida por un fago (Freeman,
1951); o la toxina de P.multccida, asociada éon rinitis atréfi-
ca en cerdo, y a nuerte en ratones inoculados‘intraperitonealr
mente (Rutter,1983).

Cavria determinar, ademds de la naturaleza gufmica de esa(s)
sustancia{s) ¥ sus caraoteristicas7fisico~quimicas, cual es el
momento de mdximo efecto ¥ los mecanismos de neutraligzacién,
pues observamos {(datos no publicados) que a los 7 dfas pogino-
culacidén no se lograron aislar bacterias a pariir de maceradcs
pulmonares de los ratones inoculades con P.muliocida Unicamente,
Esto indica qué la gustancia liberada no serfa suficiente, ror
s{ sola, para provocar el establecimiento de cuadros neuméni-
dog, hecho que coincide con lo reportado, por diversos autores,
en el sentideo de que las Pasteurellas no son égentes primarios

de neumonfas (Carter,1975; Raynsud y ools.,l977).



206

Como se esperaba despuéds de los resultados obtenides en el
muegtreo efectuado'en.rastro, el dltimo blogque de experimsntos
confirmé la sospecha de una interaccidn entre el virus de la
enfermedad de Aujeszky y P.muliocida que explicaria, al menos
' pardialmente, ciertos casoé dg'neumonia enzootica en cerdos,

El efecto del virus soyre la capacidad pulmonar de eliming
cidn bacteriana, se correlaciond con el tiempo transcurrido en-
tre la inoculacidn del virus y la inoculacidn de la bacteria, cg .
mo 1o demuestran los andlisis de variangza pera los indices de re
mocidn y retencibn.

Las alteraciones pulmonares, causa de la dieminucidn en el
fndice de remocidn, comienzan a hacerse patentes —en forma indi
recta pués, en este momento, no nos estamos refiriendo a las a;
teraciones histopatoldgicas ocurridas en el pulmdn y detectables
por técnicas adecuadas, 5i no a las slteraciones locales o geng
rales que disminuyen ia capacidad del pulmén pars eliminar bac-
terias que han logrado adentrarse hasta el trécto-respiratorio
inferior- a los 11 dias de la infeccidn com virus, si bidn és-
tas no gon suficientes para que el grupo sea estadigticamente
diferenfe a los grupos con indices de remccidn similares a los
normales; no pudiendo, por tanto, esfar seguros de que la dife-
rencia encontrada sea real o debida al azar, EL memento de alte
racidn significativa estd situado entre este dfa y el dfa .13,
fecha en 1a que el fndice Ge remocidn estd grendemente disminu-—
{30, adquiriehdo, inclusive, uwn valor negativo que, come ge di-
jo anteriormente, sdle indica gque la velocidad ée multiplicacidn
‘bacteriana es superior a la velocidad de remocidn de bacterias.

Nuestros resultados concuerdan;a grosc modo,con lo publici
do por otros autores gobre estudios enfocados para determinar el

o
efecto Ge ciertos virus en 1a capacidad de eliminacién pulmonar
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de bacterias {(Jakab y Dick, 1973; Jakab, 1981).
Lopez y cols (1976) vieron gue el virus parainfluenza~3 de
bovino provoca una disminucidén en los fndices de remocidn de

P.haemolytica en terneros, siendo méximo este efecto a los 7 df

as posinfececion con virus, notandose una recuperacidn en lz ca-
pacidad de eliminacidn pulmonar bacteriana a los 11 dfas posin-
feccibn virica, _
Pijoan y Ochoa (1978b)demostraroﬁ interaccién enire ei vi-
rus vacunal de célera porcinc y P.multocida entre los dias 3 y
5 poginfeceidn con virus, disminuyendo =1 efecto =1 dfa 14,
Nﬁgent ¥ Pesagti {1982b)observaron la inferaccién, en rato

nes, entre el virus de influenza y Staphylococcus aureus a los

7 dfas posinfeccidén con el virus.
Klein y cols. (1969), con el mismo modelo murine, y traba-

jando con reovirus y Staph. aureus demuestran interaceidn en el ’

intervalo comprendido entre los dfas 7 leo pesinfeccidn virica.
De todes estos reportes, y oiros muchos no citados agufl
'(ver introduccidén pare mas detalles), resalta el hecho de la ne
cesidad de un periodo mfés largo entre la infeccidn con virus y
la afectacidn notoria de la remocién pulmonar en &l presente ca
so0. Esto pudiera deberse é la baja desis de virus empleada, en
este estudio, para la infeccidn de los ratones (calculamos que
liegaron al pulmén el orden de 100-1000 unidades formadoras de
placs ~UFP-, pues la suspensidn de virus empleada en la aeroso-

6 UFP/ml), mientras que

lizacidn tenfa una concentracidn de 10
otros autores emplearon dosis méds altas.

Degré y Glasgow (1968) demuestran, corroborando la explica
¢ifn antericr, que el sinergismo entre el virus de perainfluen-

za ¥ Haemophilus influengzsae, en ratones, es dependiente de do-—

zis ademéds de serlo de dfa.
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Les diferentes transformaciones uviligadas para expresar
los resultados del nfimero de bacterias {ep, LBP, BGP, LBGP; BGR
¥ LBGR) recuperadas del pulmén, no supuso un camblo relevante
en el anflisis estadistico de estos, ¥y por tanto en las conclu—
gsiones & las que se pudieran llegar; si bien,consideramcs gque
la forma mds fisioldgica parz la expresidn de &stos sea la de
bacterias por gramo de pulmbn (BGP) o su transformacidn logarit
mica (LEGP).

Zobre la transformacibn arco tangente, empleada sobre los
{ndices de remocidn y retencidn, cabe decir que no hemos encon-
trado ningin reporte en la literatura gque la mencione (si bien
nuestra revisidn en este sentido no fue exgustiva) y pusde con-
siderarse una variante de la transformacién arco seno, transfor
macién aconsejads (Daniel , 1980) para el tratamiento de datos,
e¥presados comé un porcentaje, sunque el efecto de la transfor-
racibn arco fangente sobre los Indices es muy diferente al de 1la
transformacidn arco seno. Esta Ultima no fue factible de ser uti
lizada pues s8lo es capaz de trabajar en la escala del 0 al 100
por ciento ¥y, como puede verse en nuestros resultados, obtuvi-
mos cifras superiores al 100% en el fndice de retencidn e infe-
riores al 0% en el Indice de remocidn.

La transformacidn arco tangente empleada produjo un efecto
poco marcado gobre los grupos con varianzas pequeﬁas, aquellos
con Indices de remocidn y retencidn prdéximes sl control, y re-—
dujo netoriamente la varianza de los grupos con velores altos
de ésta. Fendmeno que permitié homogeneizar wvarianzas, condicidn
irdispensable parsa llevar a cabo el ANOVA. La transformacibn
fue satisfactoria no sélo en el presente experimento, si no tam
bién en el planteado para determinar el efecto del 1fquido so-
brenadante‘de un cultive de P.multocida sobre la remocidn pulmo

nar de dichsg bactéria,
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La explicacifn del porgué de estas variansas elevadas en
ciertos grupos 1o creemos indicativo de que "algo" esth ocu-—
‘r?iendo, ¥ 51 se observa detenidamente en gue grupos la varian
Z2 es mayor que lo normal, ese algo'no eg ofra cosa gue bien
¢l SCPF bien el virus -de pseﬁdorrabia egtdn produciendo una al
teraciba, 2 nivel pulmonar, suficientemente marcads para ser
detectada por la téenica empleada; siendo notorié, en este mo-
mento, la variacidén de cada uwno de los animales 8el grupo en
cuante 2 gensibilidad-resistencia a diche agente perturbidor.

El ANOVA de RET BGP y REM BGP mostrd un efecto de dfa sig
nificative {p=0.045) debido, comc lo demuestrs la prueba de Duy
can pertinenmte, con %£=0.05, 2 la diferencia entre el dda 19 ¥y
los gruposs:contrel, D2, D3,D5 y Dll. Resumiendo, y justificendo,
con esto todo lo dicho mds arrida.

Intre la cantidad de bacterias del aerosel utilizade para
la inoculacidn de los ratones y la cantidad de bacterias depogi
tzdas por gramo de pulmdn, ambas transformadas logaritmicamente,
-existid wna correlacidn positiva (r=0.903) esiadisticamente sig
nificative (p<0.001). Esta correlacidn positiva es consistente
con lo publicado por Goldstein y Green {(1367) pero no con lo pu
blicadc pbr Martinez {1984), autor este dltimo que atribuyé di-
che correlacidn negative a haber usade, para la aerosolizacidn,
bacteriag en fase logarfimics de crecimiento. Por este motivo,
nasotros decidimos trabajar con bacterias que hubilesen consegul
do llegar a la fase estacionaria de su cwrva de crecimiente,la—
var y resuspender &stas en PBS, para evitar posibles aglomera-—
cicnes de bacterias a ls hora de aercgolizar, otra de las cau-
sas de correlacidn negativa entre dosis/depdsito. El resultado

obtenido justificas, y tal vez muestre, el método a seguiry
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Antes de continuar comentando los resultados, diremos que
existif una correlacién positiva (r=0.92), altamente significg
tiva (p<0.001), entre el peso del raién y el peso del pulmén
—ambos en gramos-, Este resultado permite predecir cual seria
el peso del pulmén esperado conociendo el peso del ratdn, he-
cho de gran impqrtancia pues nos condujo a descubrir'que en el
grupo de faﬁones gsacrificados & horas despuds de ser aerosoli-
zados con Pasteurella, y 3 dias después de 1a infeccidn con vi
rus, se produjo un aumento del peso del pulmén observado, res-
pecto del esperado, estadfsticemente diferente al resto de los
-grupos (figura # 18). Bsto demuestra un efecto sinérgice —daqi
tandose con este t&rmino 1lo que Lepper (1968) define como Mcual
quier situacidn en la que dos o mds agentes producen algdin ti-
pe de efecto mayor que el producido por cada agente por separa
do"- entre el virus de la enfermedad de Aujeszky y P.multocida;
con produccidn dé un estado, aparentemente transitorio, con pro
ducci6n de gdema,o congestidn pulmonar, que pudisra ser reflejo
de una primera fase de replicacidn del virus y que, por la ba-
'ja dosis empleada, no =ze viera reflejada en una disminucidén del
fndice de¢ remocidn pero sf en ciertos cambios de los mecanismos
homeostéticos pulmonares, gue conducirfan al aumento del peso
_del pulmin detectado.

Tn efseto gindrgico se detesctd también en el experimento
para la determinacién del tiempo de muerte, en los animales ing
culados con virus, bacteria o ambos ;gentes. El efecto sindrgi
co tué dependiente del intervalc transcurrido entre el enfren-
tamiento con virus y el desaffo con ia bacteria, EL efecto si-
nérgico quedé-démostrado por el 0% de morialidad en el grupo &g

ratones asrosclizados sclamente con virus y el 50% de mortali-
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dad en el grupo de animales inoculados sélo-ccn‘bacterias, mien
tras gue los grupocs D3, D7 y D11 tuvieron una mortalidad del
100%, La relacidn con el tiempo,de este efecto sinérgibo,noé la
da el hecho de que el grupo D2 no presentd, comd.el resto con
inoculacidén conjunta de virus y bacteria, una mortalidad del
100% s no una del 50%, resultado similar al del grupo aeroso—
lizado con bacteria dnicamente. . .
Bl grupo D3 fue el que registrd tiempos de muerte més core-
tos, lo cusl se deba en parte al edema producido —-como ya se
apuntd con anterioridad- el cusl, segin Harford y Hara (1950);
actuaria como un medio de cultivo bacteriano y, ademds, inter—
ferirfa con la fagocitosis de macréfagos y neutrdfilos. joul efec
to del edema no es suficiente, nilnecesario, para . explicar el
sinergismo va que no se detectd un fendmeno similar en los gru

pos D7 y Dlis

Los resultados del estudio anatomopatoldgico demostraron
un efecto sinérgico, de virus y bacteria sobre el grado de le-
g8ibn, similsr, en los ratoneé utiliéados para determinar el tiem
po de muerte, al.observado para dicho tiempo de muertes EL ANOVA
detectd un efecto de dfa muy significativo (p=0.005) debido,
como lo demuestra la prueba de Duncan {(£=0.05), a una similitud
entre CV y D2, con diferencia entre agquellog y el restod Ya se
comenté (ver resultados) la peculiaridad del grupo CPu

De los resultados obtenidos cabe destacar la gran variacidn
individnal dentro de loz grupos D2 y CV,

Como puede verse en la gréfica # 14, @6l componente de ai~
veolitis en el conjunto del gradc de lesidn fue bastante cons—
tante para todos los grupos, mientras que no ocurrid lo mismo

para el ccomponente de perivasculitis y pleuritis. Siendo el pri
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mer¢ similar en los grupoes CV, CP y D2 por un lado, y D3, D7 y

D11 por el otro; con un grado mayor en el conjunto Ultimos

El grade de lesidn en el grupo de ratones de "anatomia va,
tolbgica™ resultd depender, no de dfa ni de hora, sf no gue
presenté un efecto marcado del tipo de lesidn (p=0.008), por
lo gque se analizaron cada una de las lesiones por separado. De
Esto resultd gue solamente el grado de pleuritis fue depéndieg
te de dfa (p=0.019) y hora (p=0.011), con una interaccidn dfa x
hora muy significativa (p=0.019). El efecto sinérgico tuvo lu~-
gar los dfas 3 y 11 posinoculacidn Gel virus. Lo anterior, jun
to al hecho de la ausencia de sinergismo el afa Ty ﬁudiera apo
yar la hipStesis de que la multiplicacién del virus tiene lu-
gar en forma biffsica, una el dfa 3 localizada a los puntos in
fectados por las particulas contenidés en el asrosol ¥y otra, a
partir del dfa 11, mé&s generalizada ¢ intensa capaz de hacer

“Vigible el efecto sobre la capacidad de remocién bacteriana del
pulmén. _

Losg grados de perivasculitis y alveolitis, como se pueden
ver en la gr&fica # 15 y lo demuestra los andlisis de varianca,
fueron muy similares para todos los dfas ¥y horas. - -

' Con los resultados obtenidos del estudio histopatolégico,
no pcdemos determinar cusl de los mecanismos de¢ defensa pulmo-
nares €3 el prinoipalmeﬁte invoiucrado por el efecto de la in-
feceidn virica., Nc obstante, la ausencia practicamente comple-
ta de bronquitis~peribronquitis (tan solo dos de los ratones
del gru?O "tiempo‘de muerte" y uno de los del grupo de “amato-
mfa patolégice, los tres de D3, la presentﬁron) nos hace pensay
en gue-las principales células afectadas sean las fagocitarias,
Eien los machfagos alveolares bien las células fégicas de ori

gen sanguineo.
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Por todo el conjunto de resultados, hasta aqul expuestos
¥ discuiidos, creemos haber demostrade la importancia y el pa-
rel que el virus de la enfermedad de Aujesziky pueda estar te-

niendo en el desarrollc de procescs neuwnénicos en el cerdo,
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ATSLAMIENTO OTROS ATSLAMIENTO
IE
PASTEURELLA | AISLAMIENTOS NEGATIVO
PULMON 29.89 ° 14.26 27.85 72
NEUNONECO
PULMON 14.11 6.74 13.15 34
NORMAL
44 21 41 106

CUADRO A-1: Valores esperados del cuadro # 3 utilizados para el
cdlculo de la Ji-cuadrada.

AISLAMIENTO OTROS AISLAMIENTO
DE - _
PASTEURELLA| AISLAMIENTOS| NEGATIVO
. .SUERO 24.08 11.49 22.43 58
POSITIVO
SUERQ 19.92 9.51 18.57 48
NEGATIVO )
44 21 41 106
CUADRO A-2: Valores esperados del cuadro # 4,
PULMON PULMON
NEUMONICO | NORMAL
SUERO 39.40 18.60 58
POSITIVO
SUERO 32.60 15.40 48
NEGATIVO
72 34 106

CUADRQ A-3: Valores esperados del cuadro # 5.
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CUADRO A-4: Valores esperados del cuadro # 6.

AISLAMIENTO OTROS AISLAMIENTO
DE \ _
PASTEURELLA | ATSLAMIENTOS | NEGATIVO
PULMON NEUMONICO 19.51 9.31 " 18.18 47
SUERO POSITIVO .
PULMON NEUMONICO 10.38 4,95 9.67 25
SUERO NEGATIVO 1 ‘ -
PULMON NORMAL 4.57 2.18 4,25 11
- SUERO POSITIVO . N
PULMON NORMAL™ 9.54° 4.56 8.0 - || 23
SUERO NEGATIVO
' 44 21 41 . 106
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Mndlisis de varianza,con un solo criterio de clasificacidn por

rangos, de¢ Kruskal-Wallis

Para la realizacidn de esta prueba los tiempos de muerte
de cads ratdn se ordenan de menor & mayocr y 1las observaciones
se reemplazan por rangos, desde 1 (asignado a la observacidn
menor) hasta ™" (que se asigna a 1a observacidn mayor, 152
en nuestro caso). Teniendo en cuenta gue cuandc do0s o mds ob-
servaciones tienen el mismo wvalor, a cada obgervacién se le
da la media de los rangos en los cuales empatd,

A continunacidn se suman los rangos de cada una de las 38

bacterias y se calcula el estadistico de prueba:.

X 2
12 4]
H = VS %v'ni - 3{n+1)

donde:

~X = Nfinero de qrupos(38 en nusstro casc).

~n 5= Nimero de observaciones en el j—dsimo grupo(4/grupo).

~-n = Ndmero total de observaciones (152 en nuestro casc).

~R = Suma ds rangos en el j—ésimolgrupo.

Figalmente el estadistico H se compara con el valor de ta
blas de la distribucidn X-2 con K-1 grades de libertad.

Se acepta 1la hipdtesis nula de que no hay diferencia en-
tre los tiempos de muerte de lag diferentes bacterias cuando
H<« )(2 de tablas. '

El cuadro B-1 mucstra los tiempog de muertie de cada uno
de los raztones incculados con oade baeteria y los rangos ( de
1 a 152) que les corregponden.

Por los datos de la tabla se obtiene que: H=88.499, de 1lo

que se deduce el rechago de la hipdtesis nula (p<0.001).
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: Tiempo de muerte(h) Rango
BACTER, || Rat-1 Rat-2 Rat-3 Rat-4 | Rat-1 Rat-2 Rat-3 Rat-4
7 I 7.73 7.73 8§.07 8.95 2.5 2.5 6 16
PM-LPS 7.98 8.42 8.68 8.68 5 11 12.5 12.5
28 9.03 9.23 2.73 10.05 17 24.5 33.5 45.5
48 .9.32 9.37 9.70 10.8B7 27 28 32 67
71 9.22 9.60 10¢.37 10.52 23 31 54 56
76 7.75 10.27 10.55 11.25 4 50 61 78
100 8.38 9.75 10.53 11.40 10 35 59 82
13 9.95 10.03 10.28 10.70 41 44.5 51 65
98 9.28 10.00 10.%0 10.93 26 . 42 69.5 71
656 7.48 10.52 11.13 12.82 1 56 76.5 98.5
14 9.18 10.05 10.63 12.87 21.5 45.5 63.5 101
106 10.33 10,63 10.75 11.28 53 63.5 66 . 79
96 9.23 9.923 11.72 12.68 24.5 40 85 94
107 9.87 10.02 11.50 12.53 39 43 83 23
6l 9.48 10.88 11.35 12.75 29 68 81 96.5
75 . 9.05 9.06 9.07 17.57 18 19 .20 . 128
VC-Cap 9.83 10.53 12,33 12.40 37.5 59 91 92
79 10.03 10.52 1¢.53 14.95 44.5 56 59 118
81 8.90 11.88 12.75 12.82 15 87 96.5 98.5
92 10.23 10.90 11.60 15.33 a8 69.5 84 129
20 11.13 11.27 12.85 13.42| 76.5 80 | 100 106
" 78 9.18 9.50 9,73 21.00 21.5 30 33.5 136
67 9.83 10.%7 11.75 18.00 37.5 73 86 129
83 i16.57 11.90 13.10 15.25 62 - B8 103 119
15 13.45 13.83 14.20 14.42/| 108 110 114 115
49 8.83 12.73 13.32 22.83 14 25 105 138
72 10.25 11.1¢ 14.08 22.90 49 75 113 139
20 8.27 10.95 13.03 26.98 8 72 102 143
85 12,20 13.83 13.83 18.88 90 110 110 131
105 10.32 11.98 20.10 20.65 527 . 89 -133 135
103 8.30 9.78 16.73 -28.93. 9 36 -123 144
89 8.20 10.98 17.37 29.88 7 74 127 . 145
101 14.00 14.53 . 15.50 33.323} 112 116 121 150
65 13.15 15,98 17.07 32.903 104 122 124 149
12 14.70 19.60 20.13 26.13]| 117 132 134 142
6 13.43 17.16 18.27 32.75| 107 125 130 148
99 17.35 23.45 25.45 33.95| 126 140 0 141 151,
87 21.80 30.67 31.50° 41.9%2| 137 146 147 152

CUADRO # B-1: Tiempos ,de muerte de cada unc de los ratones inoculados,
via intraperitoneal, con cada una de las bacterias y los
rangos (de 1 a 152) gue les corresponden.
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APENDICE C

En el cuadro C-1 se muestran los valores esperados corres-

pondientes al cuadro # 12.

T ALTA MEDIA BAJA
D 5 9.44 5.56 Z0

D/N 2 3.78 2.22

A 2 3.78 z.22
9 17 1 10 36

CUADRO C-3: TC=Tipo capsular. P=Patogenicidad.

En el cuadro precedente se observa que 7 de las frécuencias
espéradaé son inferiores a 5 y que tras multiplicar per 3 todas
las frecuencias son superiores a 5. En los cusdros C-2 y C-3 se
muestran las frecuencias observadas y esperadas, respectivamen-
te, tras la antedicha multiplicacidn de cada una de las frecuen

cias originales.

ALTA MEDTA BAJA ALTA MEDIA BAJA
D 12 27 21 60 D 15 28.33 16.67
D/N 9 12 3 24 D/N 6 | 11.33 6.67
A 6 12 6 24 A 6 11.33 6.67
27 51 30 |} 108
" CUADRD C-2 S CUADRO C-3

Tras este cambic resulta una Ji-cuadrada calculada de:

2 2
X3 (ObE;pEs 1= 5.453

con la que se acepta la hipdtesis nula de gue la patogenicidad
es independiente del tipo capsular. Misma conclusidn a la que
se llegd con los datos originales, perc ¢on 1los que no se cum-

plian los supuestos obligados para el anilisis por Ji-cuadrada.
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APENDICE D

BP BGP ' BGR
PP | PR (x10%) 1BP  (x105) 1BGP (x103) 1BGR

R-1 0h |{0.14|18.56| 5.094 4,707 3.639 5.561 2.745 3.438
R-2 Oh |{0.14)17.72] 3.241 4.511 2.315 5.364 1.829 3.262
R-3 Oh ||0.15720.23| 2.903 4,463 1.935 5.287 1.435 .3.157‘
R;4 Oh ]{0.12}19.01§ 3.751 4.574 3.126 5.495 1.973 3.295

R-1. 6h {10.15(19.40} 0.468 3.670 0.312 4.424 0.241 '2.382
R~2 -6h ||0.12[18.54 0.504 3.702 0.420 - 4.623 0.272 2.434
R-3 6h [|0.11[15.88 ¢} 1.065 4.028 0.969 4.986 0.671 2.827°
R-4 6h [|0.11{17.25| 0.658 3.818 0.598 4.?77 0.382 2.582

R-1 12h (10.12{17.42 0.416 3.619 0.347 4.540 01239 2.378
R-2 12h ({0.12{18.33| 1.335 4.125 1.112 5.046 - 0.728 2,862
R-3 12h [|{0.12]18.36 | 2.478 4.394 2,065 5.315 1.350 3.130
R-4 12h |[0.12|16.58 | 0.638 3.805 0.532 4,726 0.385 2.585

R-1 24h |[0.14(19.12| 0.48B5 3.686 0.347 4.540 0.254 2.405
R-2 24h{/0.14(20.85| 0.235 3.371 0.168 4.225 0.113 2.052
R-3 24h ||0.12(18.11| 0.904 3.956 0.753 4.877 0.499 2,698

R-4 24h §{0.11|15.85| 4.514 4,655 4,103 5,613 2,848 3.454

" R~1 48h {|0.13(18.28 ] 1.738 4.240. 1.337 5.126 0,951 2.978
R-2 48h §|0,13,16.38 | 0.502 3.701 0,386 4,387 0.307 2.487
R-3 48h || 0.12]16.90 | 0.445 3.648 0.371 4.569 0.263 2.420

R-4 48h |}/ 0.12|18.12} 3.547 4.550 2.956 5.471 1.958 3.292

CUADRO D-1: NGmero de bacterias (UFC} a diferentes tiempos pos-
aerosolizacidén con P.multocida VC-Cap. (PP= Peso de .
pulmén en gramos; PR= Peso del ratén en gramos; BP=
Bacterias por pulmdn; LBP= Transformacifin logarftmi
ca de BP; BGP= Bacterias por gramo de pulmdn; LBGP=
Transformacidn logarftmica de BGP; BGR= Bacterias
por gramo de ratdédn vy LBGR= Transformacién logarftmi
ca de BGR.) -
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FACTOR G.L. s.C. C.M. F D
Hora 4 1.38% 0.346 2.684 1 0.072
Error 15 1.932 0.12¢9 0 48 24 12 6
Total 19 3.315

CUADRQ D-2: Tabla de ANOVA de LBP y resultado de la prueba de Dun
can {#=0,05).

FACIOR || G.L. S.C. C.M. F P

Hora 4 (1.074x10" | 2.680x70'0 | 2,165 | 0.123

Etror 15 i1.860x10"" § 1.240x10"C TIE I 77 6
Total 19 2.934x10"

CUADRO D-3: Tabla de ANOVA de BGP y prueba de Duncan (#=0.05).-

FACTOR G.L. S.C. C.M. F p

Hora .4 1.200 1 0.308 2.068 0.136 _
Error 15 2,177 0.145 T 48 24 12 6
Total 19 -3.378

CUADRO D-4: Tabla de ANOVA de LBGP y prueba de Duncan (#=0.05).

FACTOR G.L. 5.C. C.M. F P

Hora 1 |5.940x10% | 1.485x10° |2.585 0.080

Error 15 |s.618x10% | 5.745x10 T 48 22 12 6
Total 19 | 1.456x107

CUADRO D-5: - Tabla de ANQOVA de BGR y prueba de Duncan {(&=0,05}.

FACTOR G.L. 5.C. C.M. E . p

Hora 4 1.292 0,323 2.347 0.100

Error 15 2.064 0.138 T4 417 6
Total - 19 3.356

CUADRO D-6: Tabla de ANOVA de LBGR y prueba de Duncan («=0.05}),
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s8.C.

FACTOR G.L. C.M. F P
Hora -4 16431.39 4107.85 3.444- 0.035
Exror 15 17891.27 1192.75

Total 19 34322.66
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0 48 24 12 ¢

CUNXD D-14: Tabla de ANOVA de RET LBP y REM LBP. Resultado de la

FACTOR

prueba de Duncan («=0.,03}.

G.L. s.C. C.M. F, p
Hora 4 14156.29 3539.07 | 2.165 0.123
Frror 15 24524.08 1634.94
Tb£a1 19 38680.37

0 12 24 48 6

CUADRO D-15: Tabla de ANOVA de RET BGP y REM BGP. Resultado de la
prueba de Duncan (#=0.05).

FACIOR || G.L. 5.C. M. F b
Hora 4 15022.73 3755.68 | 2.164 0.123
Error 15 | 26037.44 | 1735.83

Total 19 41060,17

g 12 24 48 6

CUADRO D-16: Tabla de ANCOVA de RET LBGP y REM LBGP. Resultado de la
prueba de Duncan {#=0,05).

FACTOR || G.L. s.C. C.M. F p
Hora 4 | 14907.20 | 3726.80 | 2.584 | 0.080
Error 15 | 21630.00 | 1442.00

19 | 36537.20 '

Total

024 48 12 6

CUADRC D-17: Tabla de ANOVA de RET BGR y REM BGR. Resultade de la
prueba de Duncan {x=0.05}.
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FACTOR G.L. s.C. c.M. F p

Hora | 4 15766.71 3941.68 | 2.585 0.080

Error 15 22873.78 1524.92 : 0 24 48 12 6
Total 19 | 38640.49

CUEDRO D-18: Tabla de ANOVA de RET LBGR y REM LBGR. Resultado de 1la
prueba de Duncan {(*=0.03}.
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APENDICE E

BP © BGP BGR,
pp | PR (x105 1B (x10% 1BGP  (x107)  LBGR
R-1 Cl Ohll0.12114.38 | 9.774 - 3.990 6.082  4.844 6.797  2.832

R-2 €1 Oh| 0.09 |12.57 | 10.570 4.024 11.750  5.070 8.413 2.925
R-3 C1 Ohj{0.10 | 14.07 { 10.760 4.032 10.760  5.032 7,650  2.884

R-1 C1 6hf 0.76 | 24.65 2.570 3.416 ©1.606 4,206 1.043 2.018
R-2 C1! 6h| 0.14{11.54.{ 5.828 3.766 4.163 £.619 5,050 ~ 2.703
R-3 C1 6hlf 0.10 | 14.42 2.609 3.417  2.609 4.417  1.810 2.258

R-1 C2 Oh|l 0.10(15.06 6.610 3.820 6.610 4.820 4.389 2:642
R-2 €2 Ohi 0.10} 14.66 7.711  3.887 7.711 4.887  5.260 2.721

R-3 €2 Oh||Murié al comienzo del aerosol bacteriano.

R-1 C2 ©6hpi 0.12 | 15,56 2.580 3.412  2.150 4,322 1.658 2,220
R-2 CZ 6h| 0.10|71.85 ¢ 3.328 3.522 3.328 4.522  2.808  2.448
R-3 CZ ¢hif 0.11 | 14.48 3.366  3.527  3.060 4,486  2.325 2.366

R-1 SCPF Ok{| 0.08 | 11.36 | 4.983 3.697 6.229  4.794  4.387  2.642
R-2 SCPE Oh| 0.09 | 74.10 | 7.484 3.874 . 8.316  4.920 5.308  2.715
R-3 SCPF Oh{| 0.11 { 13.63 | 7.245 3.860 6.586 4,819 5.315 2,726

R-1 SCPF 6h|| 0.08 ] 18.10 8.121 3.970 10.150 5.006 4,487 2.652
R-2 SCPF 6hi] 0.13 [ 14.48 | 20.073  4.317 15,850 5.203 f4.320 3.156

R-3 SCPF 6h|| 0.10 | 14.60 4.170  3.620 4,170 Qh.ﬁzo 2.856 2.456

CUADRC # E-1: Nimero de bacterias (UFC) a las 0 y 6 horas posae
: rosolizacién con P.multocida VC-Cap. Los diferen-
tes grupos se diferencian por el tratamiento pre-
vio (12 horas antes del aerosol bacteriane) al que
. se sometieron los animales del grupo: €1 se aero-
solizé con PBS, CZ comn caldo BHI y SCPF con el so
brenadante de un cultivo de P.multocida VC-Cap £I1
trado.
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FACTOR || G.L s.C. C.M. F p
Modelo 5 0.707 0.141 4,332 0.023
Trat. 2 0.165 0.083 2.531 0.125
Hora 1 0.249 0.249 7.619 0.020
HaTr 2| 0.293 0.147 4.490 0.038
Error 11 0.359 0.033
Total 16 1.066

CUADRO E-2: Tabla de ANOVA de LBP.
{a) g1 c-2 SCPF
(b). c-1 c-2 SCPF
(c) Oh(C-1) 6h (C-1})
() Oh{Cc-2) 6h{Cc-2)
(e) OB (SCPTY 6nh (SCPF)

CUADRQ E-3: Resultados de la prueba de Duncan (=0.05) para:(a) tra

tamientos a las 0 horas, (b)

(<)

tratamientos a las 6 horas,
horas en el tratamiento con PBS, (d) horas en el

tratamiento con caldo BHI y {e) horas en el tratamien-
to con SCPF. Datos en LBP.

Las barras unen a los grupos entre los que no se 4ié
una diferencia estadfsticamente significativa.
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FACTOR|] G.L 5.C. C.M. F pJ
Modelo 5 0.768 0.154 3.122 0.059
Trat. 2 0.166 ¢.083 1.692 0.230
Hora 1 0.349 0.349 7.085 0.024
H*Tr 2 0.253 0.126 2.569 0.120
Error 11 0.541 0.049

Total 16 1.309

CUADRQ E-4: Tabla de ANOVA para LBGR.

(a)

()

(c)

(4)

(e)

c-1 c-2 SCPF
c-1 c-2 SCPE
0h{c-1} 6h{(C-1})
Oh{C-2} 6h(C-2)
0h (SCEF) 6h (SCPF)

CUADRO E-5: Resultados de la prueba de Duncan («=0.05) para:

{a)

tratamientos a las 0 horas, (b)

tratamientos

a las % horas,(¢) horas en el tratamiento con PBS,
(d) horas en el tratamiento con caldo BHI y (e}
horas en el tratamiento con SCPF. Datos en LBGR.

Las barras unen a los grupos entre los gue no se
di6 una diferencia estadfsticamente significativa.
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FACTOR || G.L. S.C. C.M. F P

Trat, 2 9456.41 | 4728.21 | 5.883 0.039

Ervor || 6 482246 803.74 | T 7 sceF
Total 8 | 14278.87

CUADRD E-8: Tabla de ANOVA de RETT EP y REMT BP. Resultado de la
prueba de Duncan {«£=0.05}.

" FACTOR G.L. s.C.

C.M, F P
Trat. §937.78 | 3468.89 | 3.197 | 0.110
Error 6510.82 | 1085,14
Total 1344860
| CLRDRO E-9;

Cm=

SCPYF

Tabla de ANOVA de RETT BGR y REMT BGR. Resultado de la
prueba de Duncan (%=0.05).
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BP BGP EGR

pp | PR (x105)  1BP  (x10%) 1Ber (x10%) LBeR
Cl Oh] 0.00 [12.33] 3.803 5.580 4.226 6.626 3.085 4.489
1 ohf ¢.10 114.49{ 5.082 5.706 5.082 6.706 3.508 4.545
cl onll0.22 15.55| 3.549 5.550 2.957 6.471 2.282 4.358
¢l oh|l 0.22 [16.15] 4.611 5.664 3.843 6.585 2.855 4.456
C1 6h|[0.12 |12.80 | 0.348 ~4.542 0.290 5.463 0.235 3.372
Ccl 6kl 0.12 14.69| 6.372 4.57% 0.310 5.492 0.253 3.404
€1 6h| 0.10 [13.093 0.968 4.986 0.968 5.986 0,740 3.869
c1l 6h|{ 0.09 112,89 | 1.987 5.298 2.208 6.344 1,542 4,188
BZ oh} 6.12 18.55 | 2.456 5.390 2.047 6.311 1.328 4.122
p2 ohi| 0.10 |14.65{ 2.594 5.414 2.594 6.414 1.771 4.248
D2 oh|| 0.10 |12.73| 2.176 5.338 2.176 6.338 1.709 4.233
D2 oh| 0.12 |16.54| 2,538 5,404 2.115 6.325 1,534 4.188
D2 R 0.10 |14.32 7 1.752 5.244 1,757 6.244 1.224 4.098
D2 6hi| 0.12 |15.39| 1.180 5.072 0,984 5.993 0.767 3.885
D2 6h|| 0.12 (16.40) 0.095 3.976 0.079 4.896 0.058 2.761

I

FYRY R NN SRR FNFWEN TS PR TSN RN S IR [N SR F I By e ey
)
w

I
2
~J

-4 D2 6h|j 0.12 |14.641 0.397 4.598 0.331 5.519 0.371 3.433
~1 D3 0h|[0.11]17.18] 4.292 5.633 3.902 &.591 2.498 4,398
-2 D3 0h|{ 0.10314.12| 4.482 5,651 4.482 6.651 3.174 4.502
Oh| 0.10{11.251) 4.292 5.633 4,291 6.633 3,814 4.581

D3 Ohj; 0.10[13.31| 3.295 5.518 3,295 6.518 2.475 4,394

-1 D3 6hi| 0.14 13,61 0.132 4.121 0.094 4.%75 0.0%7 2,987

D3 6h|[ 0.16 {20.50( 1.35%52 5,131 0,845 5.927 0.660 3,819
DP3 6hf 0.13 (16.38] 3.980 5.600 3.062 6.486 2.430 4.386
D3 6hi| 0.12|14.481 2,089 5.320 1.741 6.241 1,443 4.159
D5 Ohil 0.12|15.93 1.306 5.116 1.088 6.037 0.820 3,914
D5 Oh|{ ¢.12|18,07| 1.350 5.130 1.125 6.051 0.747 3.873
DS Oh) 0,31)15.953 1.624 5.210 1.476 6.169 1.018 4,008
PS5 Ohi 0.13 (16.86( 1.87% 5.296 1.519 6,182 1,171 4.069
D5 6hl] 0.11 |14.67] 0.708 4.850 0©0.644 5,809 0.483 3.684
D5 6h| 0.12]15.75¢ 0.549 4.740 0.458 5.660 90,349 3.542
D5 6h) 0.12[14.26( 0.276 4.441 0.230 5.362 0.194 3.287
D5 6hi| 0.14 (20.48| 0.490 4.690 0.350 5.544 0.239 3,379
D7 Qnjl 0.13]20.90| 1.083 5,035 0.833 5.921 G(.518 3,714
D7 Oh|{ 0.16 ;23.04 1.598 5.204 0.999 6.000 0.6%94 3.841
D7 Ch]l ¢.12 (18.00] 1.032 5.014 0.860 5.934 0.573 3.758
D7 Oh| ¢.12(17.10] 0.813 4.91¢ 0.678 5.831 0.475 3.677
D7 6h| 0.16 [21.28] 0.460 4.663 0.287 5.459 0,216 3,335
D7 eh|| 0.15:21.10 0.238 4.377 0.152 5,200 0,113 3.052
D? 6h|l 0.12(17.35] 0.711 4.852 0.593 5.773 0.410 3.613
6hil 0.14(19.04) 0.262 4.418 ©0.187 5.271 ©0.137 3.138
ohlt 0.11415.71} 2.1G4 5.323 1.912 6,282 1.339 4,127
R-2D11 Oh|| ¢.12{17.17| 2.335 5.368 1.946 6.289 1.360 4,133
R=-3D11 Ohy 0.10|14.6%{ 2.066 5.315 2.066 6.315 1.414 4,150
R=-4D11 Ohil 0.12116.40| 3.120 5.494 2.600 6.415 1.902 4,279
R-1D11 6h|{ 0.17{25.98] 4.870 5.688 2.865 6&.457 1,874 4.273
R-2D11 6éh]| 0.14|18.22] 0.763 4.883 0.545 5.736 0.419 3.622
R~3D11 6hj{| 0.13(17.37| 3.610 5.558 2.777 6.444 2.078 4.318
R~4D11 6hi|l ©0.16:20.44| 0.998 4.999 0,624 5,795 0.488 3.688
R-1D15 Oh| 0.18126.85( 7.744 5.889 4.302 6.634 2.884 4.46C
R—-2D15 Oh|| 0.18 [25.30f{ 9.451 5.975 5,251 6.720 3.736 4.572
R-3D15 oOhil 0.18125.621 4.756 5.677 2.642 6.422 1.856 4,269
R-4D15 Ohil Murid a los dos minutos del comienzo del aeroscl bact.
R~1D1S 6hk|[ 0.20(28.21] 3,538 5.549 1.769 6.248 1.254 4,098
R-2D15 6hli| 0.17|24.45| 7.264 5.861 4,273 6.631 2.971 4.473
R-3D15 &hil 0.153:22,22] 9,238 5.966 6.159 6.789 4.157 4.619
R~4D15 6h|| 0.14{19.60,10.750 6.031 7.678 6.885 5.484 4.739

CUADRO F-1: Resultades individualizados de peso de pulmbn (PP),
peso de ratdén {PR) y UFC del experimento para ver el
efecto del virus sobre la remociSn de Pasteurella.

[

3

';UFUDJZT-";Uh:lR?:U!ﬂw'JU':USUSU‘E";URJU:JW'JU?NNN:UWNWN%WN%MNWNNWW

]
-
o
et
=




CURDRO F-3: Tabla de ANOVA para LBGR.

FACIOR || G.L. s.c. c.M, P
Modelo 13 8.5035 0.654| 6.614 | 1.69%x107°
Dfa 6 4,2870 0.715|  7.225 | 2.64x107°
Hora 1 3.0040 3.004| 30.370 | 2.30x107°
DxH 6 | 1.2126 0.202| 2.044 | 0.082
Error 41 4.0550 0,099

Total 54 | 12.5580

CUADRO F-2: Tabla de ANOVA para LBGP.

FACTOR G.L. 5.C. C.M. F b
Modelo 13 8.1706 0.629| 6.955 | 9.165%x1077
Dfa 6 1.3822 0.730] 8.082 | 8.628x10°°
Hora 1 2.6712 2.671| 29.559 | 2.918x107°
DxH 6 1.1172 0.186| 2.061 | 0.079
Error 2 3.7050 0.090

Total - 54 | 11.8758 '

241



(242)

d ugroRUTWITS

ojusutaadxe Tap

BT 2a1qos Ajyzssiny op
UQTooWSI & uQTouajlal

‘epToORTLUI° g 9P JIeuow
pepswIajus B Sp SNATA 9P 030932 1o Joa eied
Sp S82TPUJ SOT Sp SOPRZTTENDTATPUT mommuasmwm ip=-d, omam:o

67107~ 88°10C

217 96— Z1° P61

SV 96— S¥°56T B88°BB~ 88°88T 06°25— 06'2ST Z6°9%- 26°9PT || STQ v-¥
£0°€G6~ £0°€GT ST Ly— ST LPT 8G°LS— B88°LGT TS°T9~ TS TIST 6E°TE- 6€°TET GZ-92- S2°92T| S1d £-%8
LE"6 = LETG0T LT'G — LT SQT €€°6 — €€°60T ZT°G = ZT"GSOT ZE'E - Z£-£0T ZL°0 82" 66 STd Z-4
PB°LS  91°9% _T9°Gg  6E"PR . PL°PS 9C2°G¥ Q95 ZSfv B89°6F ZL£T0S GS9 IS . SE'gd S0 T-¥
91°L9 ¥8°Z¢ S9°L9 SPTEE 0S°0L 056 VLTOL 9T°6Z €6°LS LO0*Z¥ PST8S 9TV TTd #-¥
P8 6E~ ¥BT6ET 9T"8BE— 9T7BET 6E°TE€- 6E"TET TE 0E~ TE'0ET €7°TG- €2°TST ¥0 05— PO*OGT | TIQ €-¥
T8°%4 6182 ST ZL G87LT TZ°pL 6L°9T TV "HL 8S°GZ TB8'LY9 BI"ZE B8Z'89 ZL*1EC T14d ¢-4
C1° 9%~ ZT°"9¢T 09 pc~ 09 FeT 9GSk~ 96 GeT Py ¥E€= FP HET $~GOT— L€°G02 F-Z0T— T#-20Z{ ITA T-¥
S¥'EL 58°¥ZT  697SL  1e'¥T  ¥9TLL 9ET2Z €BTLL LT'EZT 0T°9L 08°EZ 68°9L TITEE Lo ¥y
SL°9% &Z°C6 S¥TLZ SSTL L0762 €6°0L ¥9°6Z 9E€°0L 8Z'SE ZL'PY 9T°LE ¥8°Z9 La £-d
98°6L S9T°0Z %0708 96761 TO'T8 66°8T 9T°T8 ¥8°8T PE"8L 99°TZ 86°8L 20°T1¢ {-L0 -4
6£"T9 TO°BE 9L°T9  PT"8E T9°S9 6EFE 88769 ZT¥E GT"85 G8°T¥ LE£°65 £9'0F LQ  T-"
TT 9L 88°ST  TS"¥L BPTST TB'TL BITLT TIYEL  6B'9Z 0¢°89 O08°TE 99°89 HE'TIE fa  p-d
90°6L P767Q0Z 8tT6L E9°CE FTZ8 9BTLT €£°Z8 L9°LT 60778 T67LT S£°ZB G69°:LT a ¢-¥
0E"29 0L7f€ 88729 CZT°LE 6% P9 TS GE 98°%9 PI°GE 6£°F9 T9°GE (6°¥9 OQT°GE Q@ Z2-"
Z8°LY BT'ZG 7O'8% BE'TY S0°05 G96°6% BG"0S 2Zv 6% 8O0'FS Z6°6¥ PL°FG 97 GF ¢  T-¥
66765 TO0°6F ¥L'1S 9T 8P LO°9S E6'EV 0OV 95 09°¢y 09°8F OF°TS Z6°8F 80°1S £€q ¥4
Ly LT €87¢8 €L°8T LZ7TI8 EL"ZT LT LL TE'E€Z 89°9L 80°Z Z6°L6 69°Z TE L6 £€a £-¥-
09°LL 0FC2 ¥6°LL 907CT 89°8L ZE°TT ¥8°8L 9T°T¢ PL°99 9Z°€f ¥6°99 90°€€ ta -¥
QL'96 . 0£°f G/°96 .SZ°F€ <9 16 BETT  £9°L6 LE°T G/-96 SZ°¢ LL796 E£Z°¢ £d . T-¥
6L°T8 TT'LT 1678 ©0°LT €178 LB"F1 02748 O08'FT €L°E8 LEZ 9T SL°€8 GZ'9T ¢a  y-d
PET26 99°¢ 9€"96 ¥9°C 9%°'96 ¥s°¢ LV 96 €8°¢ 21796 88°¢ €196 L8°¢ ¢a £-¥
8Z°TS <TL°8F Z9°T¢ BE"8P 9L°6S ¥#ZT'¥F €6°GS. SO°FF 09°TS 0F°8F 99°T18 %8P || za z-u
be ez  9L74L 8L'Ze CTCLL Q2T 08°8L ¥GUTE 9% "8L  €1°BZT LB TL €T 8T  LL°TL ga  1-¥
8L79% TTTES C¥TLy LSTTS STTPY  SBTSS. LISV E8°FS 88°TS ZT'LEF LEES £9°9% o p-d
Ly FL €G°GT 8L°yL TETET TS°SL 6¥TFE 96°SL FO°vT POTLL 96777 BITLL ELTZE 0 £-¥
GZ°T6 SL°8 916 ¥9°8 §T°%6 G8°L 62726 TL'L L1716 €8°8 9716 ¥#L° 8 3 Z~d

.88 16 €1°8 86'Te _¢0°8 99°¢6__FEL 6L°26 TZ ¢ PLoT6 _92°8 £8°I6 L1°8 1o, _T-d
a0 a04d1 ¥og uhd d9g'1 4991 ddd dDg dd’l d97T dd dad
WAy LEd WEd hAct! Iy LI Wayd L Wad LAY WIg e |




FACTOR

- 243

C1 D2 05 D7 D3 D1l D1S

Ci D2 D5 D7 D3 DIl D15

G.L. s.c. C.M. F p

Trat. 5 30389.10 | 5064.85 | 2.925 9.031

Error 21 36367.01 1731.76

Total 27 66756.11

CURDRD F~5: Tabla de ANOVA y prueba de Duncan {(#=0.05) para
RET BP y REM BP. , .

FACTCR G.L. s.C. C.M. F P

Trat. 6 30807.47 5134.58 | 3,271 0.020 '

Error 21 32961,44 1569.59

Total 27 | 63768.92

CUADRO F-6: Tabla de ANOVA y prueba de Duncan (#=0.05)} para
~ T RET BGP y REM BGP.

CURDRO F~7: Tabla de ANCOVA y prueba de Duncan (

RET LBGP y REM LBGP.

FACTOR || G.IL. s.C. C.M. F 1 p
Trat. 6 33521.63 5586.94 | 3.422 | 0,016
Error 21 34282.93 | 1632.52

* Total _'2_7 67804.56 '

FACTOR G.L. 5.C. C.M. F »
Trat. 6 | 30169.59 | 5828.27 | 3.224 | o0.021
Error 21 | 32756.97 | 1559.86

Total 27 | 62926.56

CL D2 D3 D5 D7 D11 D15

<=0,05} para

CI D2 D3 D5 D7 DLL D15

CURDRO F-8: Tabla de ANOVA y prueba de Duncan (4=0.05) para
— RET BGR y REM BGR.

FACTOR G.L. 5.C. C.M. F P
Trat. 6 32860.29_ 5476.72 3.359- 0.018
Exrror 21 34238.26 1630.39

“Total 27 67098.55

CURDRO F-9:

Cl D2 D3 D5 D7 D11 D15

Tabla de ANCVA y prucba de Duncan(«=0.05)} para RET IBGR y REM IBGR.



{244)

Tod SOpRUICISURII uQIousleaX & ugToowRl 9P SI0IpUl

soT &p

*azusbury ooIe
SSTENPIATPUT SOPERITNS2Y :QT-& Odavnd

Vv TP— PP TP €7 6E- €7 651 GO 0F— G0 0FT 0D0-8E- 00 8ET ST 97— SC°9ZT TE €L~ T67E€TT( STA y-U
0£°9Z- 0E£°9ZT 00°FZ- 00°F2T 00°8Z- 00°8ZT TL'SGZ- TL"STT LT LT- LT"LTT TL 9T~ TLTFTT)| 610 £-H
£9°G - 69°G0T TZ°€ - TZ E0T £9°G ~ L9°GOT BT"E€ - 8T"E€0T 80°C - 80'CTOT 9% 0 7S 66 §1d z-¥
¥6° ¥y 9076 T8°9% 6T°€S 68°GY  TT°HG TL°LYy 9T TS ¥9°Qy 9E°65 93°t¥ FE'LS SI4 1T-d
069 65 O0F 0F G0°09 G6-6f 8P €9 ¢G 98 O9L'E9 pz 9t O0E°6F 0L°05 96°6F ¥0°0S ITa p-d
96702~ 96°0ZT £2°0Z~ €2°02T LT'LTI~ LT'LTT 99°9T- 997 9TT 00792~ 00°9gT ST 5¢- ST SZTH TTU €4
Z0°G9 86°PE ZF"S9 B8S'YE 98°L9 PIZE TT°89 68°TE 9E€709 P9TGE 68090 TTI'6L T7a z-¥
P9 pT— $9'PIT 68°¢T- 68°€TT 90°6T- 80°611 £5°8%- £G'8TY T€°Z%~ I€°Z9T LG T¥- LS° TP TT4 T-8
G 69 S9°0f F9°69 9£°0¢ 66-TL T0°8Z g2 gL 8L°LT 8T 0L GL°6T BOG'TL T6°8Z La v-d
05°6T 05°08 60°0¢ T6°6L Sp*Iz G65°8L €£6°T¢ LO'8L 98°9Z ¥I°¢L LS'8T EP°TIL La g-d
89°%. T£°GZ T6°WL 80°SZ TI 9L 68°F€Z 6T°9L TL'EZ ¥8°TL 9TTLT €9TEL BETOZ LG ¢-4
60°¢S  T6°9% ©0S°€S 0G°9% £8°LG  LT°Z¥ E€I°BS fg I¥ EG°6F LF0G 9B 0S PLV6Y La_1-d
9L°L9 ¥C'ZE €2°89 LLTTE TI°99 6L°EE G699 GFTEE 08709 0T°6L EETTY LS7BE sa  p-¥
ZL €L 8Z°9Z TI'HL 68'ST 0G°LL 06°%T SLTLL LTTETT WRTLL 94Tz 9LTLL peteT sa  g-d
OT'¥& 06°GF PL FS 92°GF 95°9S FP"€b L6795 €0°EF PP 9§ 9§°€F ZOTLS 86°CF sa z-d
LL'BE €2°T9 LS 6E  E£P°09 ZO TP 86°8G 96Tk by 8G 6T°SF T S 68°S¥ TT°¥5 Sa_ T-4
86°TF ¢0°8S GL°ChF S¢° LG O0E°L¥ O0L°CS G9°L¥ GSE£'25 §§°6L SP°G9 LB"6E L1°02 €a y-4d
GT*ZT 68°L8 TTI'E€T 68°98 PE°9T 9L°¢€8 TL 9T 6Z°E8 PE°T 99°86 PL'T 9¢°86 £€d t-¥
P6TTL 90°8C 9£°CTL F9°LT STUEL GLT9Z SGPTE€L §5'92 ETT6S 88°0F SETeS S970F £€a -y
DR Gh . DEZ'® 98 64 PIE L2960 F RA"96 70 E 98°¢a bI'p #R:Ge TIT°¥ £a T-d
0£°8L OL'TZ GF°8L GS°TZ 0Z°T8 08°8T - 62°T§ TL°8T 9F°6L ¥5°0¢ 6¥"6L 16°0T 2a  p-d
rE 56 99°% LE"SE E9'V 6F°496 TS°¥ TI6°G96 6F'V% 90°96 FP6°F% 80°496 €677 £€a ¢~¥
8Z°TP ZLTLS £9°Z% LETLS L6°9% €0°€S LTTL¥ €8°T§ T9TV GETLS L9TCF ECTLS Zza z-d
5g°GT  GI'pg 8Z°9T EL°€8  €0°GT /67%8 62°GT 73/°FB 99°0f ¥E€'6L PL 0T IC°6L gd 71-¥
€L7LE LZ°Z9 8E£'8E TY'T9 SGT°SE G8°FP9 FTT9E 987EY9 £6'ty LOT9C SPTPP  G57GS O ¥
LT*89% £8°T¢ ¥5°89 OV TE TP 69 BG"O0E 96769 PO0E 9Z°TL ¥%L°8Z GG 'TL S%'8E 12 £-d
687868 TI'TT €0'68 Le'0T €006 L6676 0Z°06 08°6 6L°88 TZ'TT 067838 OT°1T T3 z-%
8968 ZE'OT. 18°68 6T 0T LS5°06 E£E°6 #8°06 91°6 1668 6F°0T £9°68 8E 0T 12 T-H
¥Dd1 EREg g54g qod dogT dodl dog aod. dd'l dgl d9 dg

IWT LLTd LWIY LLId THId LLEd LWEd Gty LATY e} IWTE LI




245

CUADRD F-11: Tabla

"FACTOR || G.L. S.C. c.M. F P
Trat. 6 17944.18 2990.70 | 2.863 0.034
Error 21 21939.52 1044.74 CI DZ D5 D7 D3 Dil pis
Total 27 39883.70

de ANOVA y prusha de Duncan{#=0.05) de RETT BP y REMT BP.

FACTOR G.L. s.c. C.M. F o
Trat. 6 17638.14 2939.69 | 2.654 0.049
Error 21 23256.16 1107.44

Total 27 40894,30

Cl ©2 D3 D5 D7 D11 D15

CUADRO F-12: Tabla de ANCVA v prueba de Duncan{+=0.05) de RETT BGP y REMT BGP.

‘G.L.

FACTOR s.C. C.M. F p
Trat., 6 18414.75 3069.13 | 2.745 0.040
Exror 21 23482.03 1118.19

Total 27 41896,78

CUADRD F-13: Tabla

Cl D2 D3 D5 D7 D11 Di5

de ANOVA v prucka de Duncan{<=0.05) de RETT LBGP y REMI' IBGP.

FACTOR G.L- s.C. C.M. P P
Trat. 6 | 17088.22 2848.04 | 2,648 0.045
Error 21 22587.17 | 1075.38

Total 27 39675.39

CUADRO F-14: Tabla

Cl D2 D3 D5 D7 D11 b15

de ANOVA y prueba de Duncan{«=0.05) de RETT BGR y REMT BGR.

E

FACTOR || G.L. s.C. C.M. 7 p
Trat 6 17843.04 2973.84 | 2.732 9.040
Error 21 22860.87 1088.61

Total 27 40703.91 | o

€1 D2 D3 05 D7 Dil D15

CURDRO F-15: Tabla de ANOVA y prueba de Duncan(#=0.05) de RETT IBGR y REMT IRGR.
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R* X *DE X +DE

R-1 ClL Oh -0.195 R-1 CL €h  0.838
R-2 C1 Oh ~0.393 R-2 ClL 6h 0,892 -
R-3 Ci oh 0.502 0-043 0.41 o 3 oy gy g.202 0-375 0.63
R-4 C1 Oh 0.260 R-4 Cl 6h =0.450
R-1 D2 0h ~-0.571 R-1 D1 6h =~0.321
R-2 D2 0h =-0.451 R=2 D2 6h - 0.572 :
R-3 D2 on 0.401 ~0-128 0.46 p 3 32 6n  o.158 0-331 0.53
R-4 D2 Oh  0.109 R-4 D2 6h- 0,915
R-1 D3 Oh ~-0.710 R-1 D3 6h  2.917
R-2 D3 Oh -0.241 R-2 D3 6h  0.849
R-3 D3 oh 1.262 ©0-108 0.84 g5 p3en o775 1-384 1.03
R~4 D3 0h  0.120 R-4 . D3 6h - 0.994
R-1 D5 Oh  0.345 R-1 D5 6h. 0.218
R-2 DS Oh =-0.421 'R-2 D5 6h 0.419 :
R-3 D5 Oh -0.288 ©0-05% 0.48 o 3 15 en 1,108 0-407 0.52
R-4 D5 Oh  0.581 R-4 D5 6h -0.117
R-1 D7 Oh -0.718 R-1 D7 6h 0.597
R-2 D7 Oh  0.082 "R-2 D7 6h  0.180
R-3 D7 Oh -0.400 0284 0.35 o 3 7 6n -0.184 ©-232 0.33
R-4 D7 Oh =0.099 R-4 D7 6h . 0.336

R-1 D11 0h -0.197 R~1 D11 6h - =0.239
R-2 D11 Oh =-0.122 : R-2 D11 6h 0.626 = .
R-3 D11 oh -0.43g ~0:130 0.25 g 333 gn 0,38 0-411 0.48
R-4 D11 Oh  0.159 R-4 D11 6h  0.871
R-1 D15 Oh ~0.056 R-1 D15 6h 0,358
R-2 D15 Oh  0.316 . R-2 D15 6h  0.131
R-3 D15 Oh 0.234 ©0-165 0.20 o 3 15 6n 0,140 0-126 0.20
R~4 D15 0h . Murif R-4 D15 6h 0.153
CUADRO‘G-l:;Resultados individuales de la felacién (R} entre el

peso del pulmén observade y el esperado.

* _ PP observado - PP esperado
: R

PR

x 1000
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