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RESUMEN

En este trabajo se realizd la evaluacion comparativa de la lesiones pulmonares
sospechosas de Mycoplasma hyopneumoniae, mediante la técnica de planimetria y el
andlisis digital de imagenes. Se recolectaron muestras de 100 pulmones porcinos de
animales de entre 3 y 12 semanas de edad, provenientes del Estado de México de los
cuales se seleccionaron 29 drganos que presentaban lesiones sospechosas por
Mycoplasma hyopneumoniae (Mh), en los demds pulmones se observaron lesiones
aparentes por Actinobacillus pleuroneumoniae y Pasteurella sp, los cuales no se
emplearon para este trabajo; a los pulmones seleccionados se les realizd la evaluacion
del porcentaje de lesiones sospechosas de micoplasma.

Primero se llevd acabo la evaluacion por la técnica de planimetria, la cual se realizd
por medio de diagramas de los pulmones (plantillas), que se marcaron en ellas la
localizacion de las lesiones sospechosas por Mh para posteriormente obtener el
porcentaje de lesion de cada pulmén, tanto ventral como dorsalmente, después de
obtener los valores por esta técnica, se realizd la evaluaciéon por medio del analisis
digital de imagenes. Inicialmente se procedi6 a fotografiar cada pulmén por su lado
tanto dorsal como ventral, estas imagenes se emplearon para llevar a cabo la esta
evaluacién por medio de un equipo de computo y el programa de tratamiento y andlisis
digital de imagenes QWIN (Leica)™, que se realizé en el Centro de Investigaciones
Avanzadas del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV), en donde se delimito el area
total de los pulmones y después se marcaron las zonas dafadas tanto ventral como
dorsalmente. A partir de valores obtenidos en el analizador digital de imagenes se
obtuvo la proporcién de las lesiones medidas. Se llevo a cabo un andlisis estadistico por
medio de la prueba de “t” de Student donde se obtuvo un valor estadisticamente
significativo de (p < 0.001), se realizé la comparacién de ambas técnicas. De acuerdo a
los resultados finales se observé que la técnica mas adecuada para obtener una mejor
evaluacion del porcentaje de la lesién pulmonar en enfermedades respiratorias, es la
técnica de andlisis digital de imagenes en donde se obtuvo el 35.53% de lesiones en
comparacion con la técnica de planimetria en la que se obtuvo un 45.81%.

c



Introduccién

1 .INTRODUCCION

La Neumonia Enzodtica (NE) es la enfermedad pulmonar contagiosa mas difundida de
los cerdos, causada por Mycoplasma hyopneumoniae (Mycoplasma suipneumoniae),
que se caracteriza clinicamente por una alta morbilidad y baja mortalidad, que se
manifiesta como un padecimiento crénico con una produccion de tos seca
persistente, por lo cual se presenta una reduccién en el desempefio productivo de los

animales y en el crecimiento ¢
http: /. f fas.com

1.1 HISTORIA

La enfermedad se descubri6 en la década de los afios treintas por Waldmann y Kobe
e

En 1948 Pullar convenientemente la definio y diferencié de la Influenza Porcina
Esta enfermedad también es conocida como; Gripe de los lechones (Ferkelgrippe)
Neumonia endémica, Micoplasmosis porcina, Neumonia micoplasmica, Neumonia
Bacteriana, Neumonia porcina, Neumonia Infecciosa, Tos del cemento
(zementhusten) y “Neumonia viral”; sin embargo, presumian incorrectamente una
etiologia viral, por lo que el término Neumonia Enzodtica resulta mas adecuado ©7=w
En 1954 Wesslen y Lannek lebaron acabo la investigacion etiologica de este proceso
al aislar y multiplicar al agente en cultivos celulares y en medios artificiales libres de
células. Estos autores denominaron al agente SEP (“swine enzootic pneumonia
agente”), con lo que lograron reproducir la enfermedad experimentalmente. ¢

Para 1965 fue aislado el micoplasma de un pulmén neumédnico, demostrando la
existencia de la enfermedad en los Estados Unidos por Maré y Switzer, en Inglaterra
por Goodwin y colaboradores ¢
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La posibilidad de que un micoplasma estuviera involucrado en la etiologia de la
Neumonia Enzodtica fue investigada por dos grupos simultaneamente: uno en Iowa,
(E.U.) y otro en Cambridge (Inglaterra). Ambos reportaron en 1965 un micoplasma
que producia neumonia tipica en los cerdos, al cual los americanos llamaron M.
hyopneumoniae y los ingleses M. Suipneumoniae. Posteriormente mediante la prueba
de inhibicion metabdlica, se demostrd que eran seroldgicamente idénticos. El Comité
de Nomenclatura de Micoplasmas concedié la prioridad al uso de M. hyopneumoniae

[EXAFSE
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I.2 ANTECEDENTES

El Mycoplasma hyopneumoniae es el principal agente causante de la neumonia
enzodtica en los cerdos, se encuentra asociado a pérdidas en la ganancia de peso,
eficiencia alimenticia, retraso en el crecimiento con mortalidad baja y morbilidad alta.
Los cerdos de todas las edades son susceptibles a la enfermedad, pero es mas grave

en animales de 1 a 4 semanas de vida @
http://www.garth.demon.co.uk

La neumonia en los cerdos en las etapas de crecimiento y finalizacion provocan
pérdidas economicas considerables en todas las explotaciones porcinas, los
problemas respiratorios en los cerdos son una preocupaciéon para la produccion
porcina la cual ocupa un lugar muy importante dentro de la produccion nacional, ya
que esta enfermedad incide gravemente en la economia del pais, al momento de la
matanza se ha observado que de un 50 hasta un 90% de los cerdos presentan

alguna lesién neumanica ¢ =2
El impacto en costo por las lesiones neumonicas se calcula a través de un minucioso

examen en el matadero, por lo que se estima, que por cada 1% de pulmdn afectado
por Neumonia Enzodtica, se reduce el crecimiento 2.2grs/dia e+

Debido al caracter cronico, el costo de esta enfermedad para la industria porcina es
enorme, ocasionando pérdidas por una deficiente ganancia de peso diario y retraso
en el crecimiento. La enfermedad se presenta sobre todo en animales que se crian en
condiciones intensivas y se presenta como producto de la interaccion entre factores
ambientales, de manejo y todos aquellos inherentes al huésped y al agente etiolégico
en especial cuando el clima es himedo vy frio, por lo que se ha calculado que si hay
10% de tejido pulmonar afectado, el cerdo sufre retraso de 5% en la ganancia de
peso

http.//www.pfizer.com
hitp:/dvww.pic.com
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1.3. CARACTERISTICAS GENERALES DEL Mycoplasma hyopneumoniae

El nombre genérico Mycoplasma se deriva del griego “MYCO" que quiere decir
filamento o micelio y del latin “"PLASMA" que se refiere a la plasticidad y
pleomorfismo del mismo; Los mycoplasmas son bacterias que tienen la peculiaridad

de carecer de pared celular, lo que dificulta mucho su cultivo.
http://www.pic.com

En la actualidad se han descrito cinco géneros sin pared celular, de los cuales tres
son importantes en animales:

1.- Mycoplasma: son fermentadores de glucosa no hidrolizan la urea; crecen a pH
neutro y requieren esteroles en el medio de cultivo (64 especies) ©

2.- Acholeplasma: no requieren esteroles para su crecimiento; genoma de 1.0 x
10 a la 9 daltons; oxidacion del NADH localizada en membrana (7 especies)

(6.8).
3.- Ureoplasma: fermentan la urea; crecen bien en pH acido y requieren
esteroles. Debido al pequefio tamafio de sus colonias se describieron durante
algan tiempo como micoplasmas T (“Tiny”, pequefio) (2 especies) ©»

5.- Spiroplasma: son organismos helicoidales, en algunas etapas de crecimiento;

requiere esteroles para crecer; se han aislado de insectos, garrapatas y diversas
plantas (3 especies)

4.- Formas L: carecen de pared celular, la pérdida de ésta puede ser completa o
parcial (algunas tienen pared deficiente) y la célula madre puede ser Gram negativa o
positiva. Son pleomoérficos como los mycoplasmas y contintian reproduciéndose por
mutaciones espontdneas o después de tratamientos, como el cultivo en medios
isoténicos o hiperténicos que contienen penicilina ¢
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Mycoplasma hyopneumoniae

Pertenece al grupo de las bacterias de menor tamafio (celular y de genoma) y se
caracteriza por ser exento de pared celular. Por esta razon es un microorganismo
labil y muy susceptible a la lisis mediada por anticuerpos o por dsmosis
hitp://www.bacterias carentes de pared celuiar.com

Los micoplasmas presentan la siguiente clasificacion:

REINO: Procariota

CLASE III:  Mollicutes.

ORDEN: Mycoplasmatales.

FAMILIA: Mycoplasmataceae ( Necesidad de esterol).
Habitat: hombre y animales

GENERO: Mycoplasma (64 especies) @

Es un agente primario capaz de desencadenar el proceso neumonico, pero por si solo
produce lesiones de poca importancia. Por otro lado, Pasteurella multocida se
visualiz como agente incapaz de montar una infeccién primaria, pero responsable de
las lesiones severas. Morrison y Pijoan, demostraron que en pulmones colectados de
cerdos de abasto M. hyopneumoniaey P. multocida interactian sinérgicamente ¢

El microorganismo se caracteriza por pasar filtros de 0.22 um que otros
microorganismos no pueden pasar, obteniendo solo al micoplasma, tiene un tamarno
de 150 a 600 nm, carece de pared celular, pleomdrfico, ( fig 1,2) Gram (-), inmovil
anaerobio facultativo. Es un microorganismo de crecimiento lento, tarda de 7 a 10
dias en crecer y su mayor crecimiento es en medios liquidos #:
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i o B
puede ser esférica, coma, espiral.

hittp://wwew.plizer.com “Lung Lesion Analysis Guide™
Solo prolifera en medios de cultivo complejos que contengan suero porcino o de
caballo (como fuente de colesterol), extracto de misculo cardiaco, peptona y extracto
de levadura como complemento nutritivo. Los medios deben contener acetato de talio
y penicilina para impedir el crecimiento de bacterias que puedan contaminar el medio
de cultivo, en condiciones microaerofilicas (5-10% de CO; ) y en medios sdlidos
forman colonias después de 2 a 10 dias. Ademds requiere colesterol para su
desarrollo y fermenta la glucosa no hidroliza la urea, presenta una proteina de un
peso molecular (PM) de 64,000 daltons especifica, es inactivado a las 48 hrs de
secado en la ropa o pelo, pero puede persistir por mas de 17 dias en el agua de
lluvia entre los 2°C y 7°C. Es sensible in vitro a la penicilina G (importante para el
aislamiento) y a la tiamulina, tilosina, lincomicina y otros macrdlidos como la
espiramicina. Son muy sensibles a los agentes externos. Su vitalidad en medio
ambiente, depende de la temperatura (a una temperatura de —20°C permanecen

vivos durante meses)
Mttp.fwww. mitierra. com

En cuanto a sus caracteristicas bioquimicas es: oxidasa negativo, catalasa negativo,
presenta metabolismo respiratorio, motilidad negativa. La mayoria de las especies de
micoplasmas utilizan glucosa como principal fuente de energia

htrml

Ll
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Las colonias presentan en medio sélido morfologias peculiares, se caracterizan bien
por la existencia de una zona central granulosa y una zona periférica mas lisa que
constituye la llamada forma de “huevo estrellado”(fig.3) o bien presenta una
granulacién uniforme sin distribucién especial, si no homogénea en toda la superficie
de la colonia algunos autores la observan como “gotas de rocio” (fig.4) (tamafio
0.5-1mm de didmetro.) cese

Fig. 4 Granulacién uniforme sin distribucién

especial en la superficie de la colonia de
Fig. 3 Colonias caracteristicas de huevo T s 0

estrellado, nditese el centro mas
oscuro; la cual es granulosa y la
periferia mas clara esta es mas lisa

ittp:/www. websaninet2000.com

La porcidn central de la colonia embebida en el agar es granulosa y la periferia es
mas lisa, sobre la superficie del agar. (fig.5)

SECCION DE UNA COLONIA

Fig.5 Superficie de la colonia
(apariencia de “huevo estrellado™)

7



Introduccion

Las placas de agar se incuban normalmente entre 2 y 10 dias, hasta que el
crecimiento es aparente, aunque las colonias raramente son suficientemente
grandes como para poder observarse a simple vista.

Para el examen de las colonias se utilizan tinciones como la de Dienes. En esta
tincion se utiliza el azul de metileno y el azul de azur II, se usa para tefir las
colonias de mycoplasmas en la cual se corta un cubo del agar que contenga las
colonias sospechosas de mycoplasmas y se coloca en un porta objetos, se tifien
con los colorantes. Las colonias se tifien de color azul oscuro en el centro y de azul
claro en la periferia. También se encuentran los medios de EATON, FRIIS, PPLO
(Organismos productores de pleuroneumonia) y Yamamoto, que contienen sueros
estériles de equino, extracto de levadura, inhibidor de pH (rojo de fenol), mas

inhibidores para prevenir agentes contaminantes.
http:/fwww.mdlabs.com

En frotis tefiidos con colorante de Giemsa se aprecian formas bacilares pequefias,
cocoides delgados de 0.1 a 0.2 um de diametro y formas con prolongaciones
filamentosas de 0.1 a 0.2 um de grosor. En cultivos celulares crece formando
grupos difusos como cocos de 0.5um de didmetro en cadenas cortas o anillos de
sello bipolar y triangular aproximadamente de 3um de didmetro conteniendo una

estructura parecida a un coco w1
http://www.mdlabs.com

1.4. TRANSMISION.

Done en 1997 menciona que la transmision de Mycoplasma hyopneumoniae es
lenta y principalmente por contacto nasal entre animales. En 1995 Morris llevo a
cabo un estudio epidemiolégico en donde encontré que el contacto directo con
secreciones del tracto respiratorio de cerdos infectados. Goodwin en 1984 vy
Thomsen en 1997 propusieron otras vias de transmision, como a través de
fomites y por via aerégena. Si el contacto directo es la Unica ruta de transmision,
la enfermedad sdlo podria entrar en una granja por la introduccién de animales

8
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infectados. El padecimiento también se transmite y se exacerba durante el
agrupamiento, el estrés que sufren los cerdos al destetarlos y del periodo de
crecimiento hasta la edad comercial de los animales. La temperatura y la humedad
también modifican la penetracién a los pulmones, tanto de patégenos primarios
como secundarios, por que alteran el tamaiio de particulas de aerosol infectadas y

el mecanismo protector de las vias respiratorias. @
(http.//www. thepigsite.com , hitp://www.swine. htm)

Ross propuso en 1986, tres mecanismos por los que la infeccion de Mycoplasma.
hyopneumoniae se mantiene en una granja : a) Transmision de madres infectadas
a lechones, b) de lechones infectados a otros no infectados en las parideras y c)
salas de cuarentena de animales a otros mas jovenes que entran en dichas
instalaciones. Por ello, el conocimiento de la dindmica de transmision del
organismo dentro de un grupo de cerdos es critico para establecer medidas de
control en una granja en particular

Los agentes etioldgicos suelen clasificarse en primarios y secundarios segin la
repercusion que tiene su circulacién en la poblacion sobre el estado sanitario de la
misma. Los agentes primarios son capaces de producir por si mismos la
enfermedad y ademas propician las patologias desencadenadas por los agentes
secundarios ( tabla 1).

( http://www.miexamen.com, hip.//www.ole.int.revistaclentifica.com )
Cuadro 1

CLASIFICACION DE AGENTES PRIMARIOS Y SECUNDARIOS
INVOLUCRADOS EN LA NEUMONIA ENZOOTICA

PATOGENOS PRIMARIOS PATOGENOS SECUNDARIOS
Mycoplasma hyopneumoniae Haempphilus parasuis
Virus del PRRS Pasteurella multocida
(Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino)
(Arterivirus)
Virus de Aujeszky Actinobacillus pleuroneumoniae
(Herpesvirus)
Virus de la Influenza porcina Streptococcus suis (tipo I1)
( Orthomixovirus Tipo A)

*(S. Done, IPVS, 2000) , http.//www.denciasveterinarias.com
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1.5. PATOGENIA:

El periodo de incubacion del Mycoplasma hyopneumoniae ha sido reportado de 10
a 16 dias en condiciones naturales, Betts en 1952 demuestra que en caso de
transmision experimental el periodo de incubacion es de 5 a 12 dias

El Mycoplasma hyopneumoniae es especifico de su hospedador, y en el medio
externo sdlo sobrevive por poco tiempo. El microorganismo se disemina en las
gotitas de flujo producidas por los cerdos infectados y las cerdas pueden
trasmitirlo de esta manera a sus cerditos; igualmente puede ser introducida la
enfermedad a la piara por la compra de cerdos infectados.
http://www.e-campo.com-"Mycoplasma

Se ha reportado signos de la enfermedad en los cerdos de 2 a 10 semanas de
edad, aunque por lo general se disemina lentamente y muchos cerdos no
presentan la enfermedad, hasta que tienen entre 3 a 6 meses de edad. El cerdo
infectado elimina aerosoles contaminados que son captados por el sistema
respiratorio de un cerdo susceptible, Mycoplasma hyopneumoniae coloniza el
epitelio ciliado del area traqueal, bronquial y bronquiolar por medio de receptores
glucolipidos presentes en estas células, donde puede permanecer por largos
periodos y al parecer, por medio de una proteina citotdxica produce la destruccion
de los cilios; ademas la colonizacién del tracto respiratorio implica una adhesina
llamada P97, de esta manera se inicia una respuesta del organismo a través de una
infiltracion de células mononucleares, principalmente linfocitos, localizados
peribronquialmente. Esta infiltracion celular estd mediada por un factor mitégeno
proteico . Al parecer esta respuesta tiene un efecto inmunosupresor, ya que
interfiere en la remocion bacteriana que usualmente utiliza el sistema respiratorio
como mecanismos de defensa, suprimiendo la inmunidad humoral por la inhibicion
de linfocitos B y la inmunidad celular por la inhibicién de la fagocitosis mediada por
macrdfagos. Una vez establecida la inmunosupresion, los agentes bacterianos como
Pasteurella multocida tipo A, tipo D toxigénica, Actinobacillus pleuropneumoniae u
otros, pueden generar una infeccion secundaria.@sz.
(http.//www.grupoveterinariogarth.commaiabs.com, http.//www.e-campo.com-"Mycoplasma)

10



Introduccion

1.6. SIGNOLOGIA

La manifestacion clinica se inicia cuando el epitelio es destruido del area traqueo-
bronquial y los signos son mas evidentes cuando se presenta una infeccion
secundaria, sin embargo los signos se presentan después de condiciones de estrés,
cambios bruscos de temperatura, sobrepoblacion y ventilacion inadecuada.

En la neumonia enzodtica del cerdo hay una alta morbilidad con una baja mortalidad
y las manifestaciones son una tos cronica, seca y no productiva que se exacerba con
el ejercicio y persiste por 3 semanas o mas, también se observa dificultad
respiratoria, pelambre hirsuto, estornudo y en algunas ocasiones diarrea,
probablemente por debilitamiento del animal y disminucion del apetito, lo cual trae
como resultado la reduccion en la tasa de crecimiento, asi como la disminucion de la
eficiencia alimenticia. Ademas los animales pueden permanecer deprimidos. La
intensidad de la manifestacion clinica es mayor en cerdos en la etapa de crecimiento
y finalizacién, aunque se han reportado manifestaciones desde las 3 semanas. Los
movimientos respiratorios son normales a menos que el daio pulmonar sea extenso
0 se desarrolle una infeccion bacteriana secundaria. Las pérdidas por muerte

asociadas con infeccion bacteriana y estrés pueden ocurrir entre los 4 y 6 meses de
edad 3.2y
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Se puede clasificar en dos formas.

FORMA AGUDA: Relativamente rara, pueden aparecer brotes graves en piaras
susceptibles cuando llega la infeccion por primera vez, enferman animales de
todas las edades alcanzando morbilidad hasta de un 100%, manifiestan anorexia,
pirexia de 40.6 a 41.7 °C y molestias respiratorias acompanadas de tos. Los
verracos pueden no trabajar, y pueden retrasarse los intervalos destete-servicio,
infectando crias de 10 dias de edad. La evolucion de la enfermedad en una piara
requiere aproximadamente 3 semanas, posteriormente tienden a la cronicidad >

FORMA CRONICA: Es mucho mas frecuente en animales que se enferman
cuando tienen 3 a 10 semanas de edad; los cerdos comienzan con una diarrea
transitoria y una tos seca repetitiva por la manana y al alimentarse (es la
manifestacion principal), alteracion de los movimientos respiratorios, no presentan
fiebre, ni anorexia evidente, disminuye la tasa de crecimiento, los cerdos pueden
llegar a sufrir neumonia aguda por invasion secundaria, puede provocar brotes de
tos y neumonia que son particularmente intensos en cerdos de 2 a 4 meses de

edad wa

http.//www.myco/enfermedades..com
hetp://www.websaninet2000.com

1.7 LESIONES MACROSCOPICAS:

Se observa la distribucion de las lesiones que se caracterizan por una consolidacion
lobular definida color gris palido-en estadios iniciales que va progresando, con los
I6bulos cardiaco derecho, cardiaco izquierdo, apical derecho, Idbulo diafragmatico,
y Iobulo apical izquierdo, en este orden de frecuencia; consisten en areas
neumonicas hepatizadas, que pueden ir desde una coloracion rosaceo a grisaceos
hasta llegar a moradas o purpura (fig. 6). Se ha sugerido que esta distribucion
depende en parte de la posicién mas vertical de los bronquios en casi todos los
I6bulos cominmente afectados. Los nddulos linfaticos bronquiales y mediastinicos
asociados pueden estar agrandados @»s2%
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Underadhl y colaboradores en 1980 demostraron que en caso de infeccion
experimental con el agente solo, las lesiones empiezan a aparecer de los 7-10 dias
postinfeccion, alcanzando el maximo a los 20-30 dias

Lesiones macroscopicas

Se muestra la localizacidn de las lesiones en
una porcién de la vista dorsal derecha en
Iébulos apicales donde se apreda en A,B,C
la coloradién caracteristica de la lesién de
un color pUrpura a diferendia de la zona
superior “D" con un color rosa daro(tejido
normal)

1.8. LESIONES MICROSCOPICAS:

Los primeros cambios histoldgicos aparecen tres dias después de la infeccion y
consisten en inflamacion con congestion de los capilares de los tabiques
alveolares, la acumulacién de polimorfos y neutrofilos con la presencia de bacterias
secundarias cono Pasteurella, en las vias respiratorias y la ldmina propia de los
bronquiolos. Cinco dias postinfeccién aparecen linfocitos y macréfagos, y para el
séptimo dia se visualiza la proliferacion del BALT (Tejido linfoide nodular asociado
a mucosas) alrededor de los bronquiolos (fig. 7). Al mismo tiempo los alvéolos
pulmonares contienen muchos macrofagos, linfocitos y plasmocitos. Se produce
hiperplasia del epitelio bronquiolar y proliferaciéon de neumocitos tipo II. Entre los
cambios posteriores se incluyen proliferacion del tejido linfoide que causa oclusi6n
de algunos bronquiolos, hipertrofia de las glandulas bronquiales. «

http://www,princip - poen

Con el tiempo los animales afectados se recuperan y se manifiesta una regresion
de las lesiones, por lo que las cerdas ya adultas (luego de 2 a 4 pariciones)
pueden estar libres de infeccidn.
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fig. 7 Histolégicamente las lesiones se centran en
bronquios y bronquiolos, y se caracterizan

por una hiperplasia epitelial , inflamacién
alveolar predominando macréfagos ,células
plasméticas y neutrdfilos, infiltracién de la
Idmina propia con linfodtos, macréfagos

y caracteristicos “manguitos” peribronquiales,
peribronquiolares y perivasculares @

Blanchard y colaboradores en 1992 realizaron estudios de microscopia electrénica
donde evidenciaron la perdida de cilios de 6-11 semanas postinfeccién y la

presencia de leucocitos con micoplasmas en la superficie del tejido dafiado ©

P/ F el decerdo. htm

1.8. DIAGNOSTICO CLINICO:

Por lo general el diagndstico de neumonia enzodtica se lleva a cabo basandose en

la observacion de la signologia clinica de los animales en la piara y no de un solo
animal, la mortalidad baja y morbilidad alta, la diferencia de tamafio corporal
entre animales del mismo peso al destete, como consecuencia de diferentes
grados de infeccion en la piara. Esto provoca retrasos en la comercializacion y
problemas de manejo «=

El diagndstico presuntivo se realiza sobre la base de las condiciones epizootioldgicas
de la enfermedad, la historia dlinica, la signologia, las lesiones a la necropsia y los
resultados histopatolégicos
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1.9. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO:

Es importante llevar acabo la confirmacion por medio de las pruebas de
laboratorio, como el implementar un monitoreo en donde se incluyan las siguientes
pruebas:

% Inmunofluorescescia: Consiste en el examen del pulmén utilizando un
conjugado policlonico o poliespecifico anti M. Hyopneumoniae. La especificidad de
esta prueba (conocida también por sus iniciales IFA) es confusa puesto que Mh
comparte propiedades antigénicas con M. floculare y M. hyorinis..”

% Cultivo: El andlisis mediante cultivo de muestras de pulmén con una
identificacion subsecuente de los aislamientos utilizando; epifluoresceina, inhibicion
de crecimiento, inmunotransferencia para detectar la proteina p36, prueba de la
sonda de ADN y PCR o reaccion en cadena de la polimeraza. El método de cultivo
es tedioso y tardado debido a que M.h. crece muy lentamente, ademas del efecto
de confusion que producen otros micoplasmas u otras bacterias presentes en el
aparato respiratorio ®

< Técnicas de biologia molecular: La deteccion de micoplasma con la sonda
especifica de ADN en muestras clinicas (en lavados traqueobronquiales o en
pulmones) es rapida pero no es suficientemente sensible. La técnica de PCR,
desallorrada recientemente, incrementd significativamente la sensibilidad. Al
mismo tiempo, revelé la existencia de heterogenicidad entre las cepas. Sin
embargo, la prueba diagnostica de PCR no ha logrado convertirse en una prueba
de rutina para el diagnostico de del infeccién, pese a sus grandes ventajas, como
son el hecho de evitar el cultivo de micoplasma de no ser afectada la muestra por
el efecto de los antibidticos y otras bacterias presentes en las muestras, la
obtencion del resultado en poco tiempo, aun antes de que haya respuesta
serolégica, aunque también tiene importantes desventajas, tales como la
complejidad del examen, el costo elevado la presencia de algunos resultados
positivos 0 negativos”
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< Serologia: La serologia también se utiliza para establecer el estado
inmunitario de piaras. Para estos propositos con frecuencia se utilizaban, en un
principio, las técnicas de fijacion de complemento, de hemoaglutinacion indirecta y
la aglutinacién en latex, las cuales no resultaron ser suficientemente sensibles. La
prueba de ELISA utilizando un antigeno soluble en Tween 20 es muy sensible, sin
embargo a menudo se observan reacciones cruzadas con anticuerpos de M.
flocculare y M. hyorinis debido a que tienen como proteinas comunes la p74, p53 y
las proteinas p73 y p41. @

Sin embargo en México el diagndstico de campo de esta enfermedad se apoya
Unicamente de los signos clinicos, las lesiones macroscopicas y microscopicas en la

gran mayoria de los casos s iz12229
hitpwww.e-campo.com
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1.10 TECNICAS DE EVALUACION DE LESIONES PULMONARES

Se han efectuado diferentes métodos para la obtencion del porcentaje de lesiones
pulmonares en la linea de matanza y en trabajos de investigacion, entre los cuales
se cita algunos de ellos:

+ Sistema de puntuacion: esté método esta basado en la severidad y
extension de las areas de consolidacion en donde cada lébulo del pulmon normal
se le ha asignado un valor, I6bulos apicales craneales de 10 puntos, ldbulos
apicales caudales y el I6bulo cardiaco de 5 puntos, la puntuacion puede ir de 0
puntos si no hay lesién en el pulmon pero puede llegar hasta 55 puntos si las
lesiones aparecen en los Iobulos, y una puntuacion por encima de 15 indica una

perdida economica en ese animal debido al efecto de la neumonia enzodtica.
htt: //epicentre. massey.ac.nz/staerk?.htm

SISTEMA DE MARCACION

Fig.8
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% Sistema de puntos: este sistema fluctia desde 1 a 5 dependiendo del
grado de severidad de la lesién macroscopica en cada Idbulo del pulmédn. La suma
de las lesiones de todos los l6bulos indica el grado de dafio que se presenta en el
pulmén; para fines del calculo estadistico las lesiones se agrupan en 3 categoria:

A. Para lesiones de 1 a 5 puntos leve

B. Para lesiones de 5 a 10 puntos media
C. Para lesiones de 10 a 15 puntos severa

oo 197
< Pig Mon: Daviest y colaboradores en 1993 llevaron a cabo un programa de
monitoreo que evalla lesiones pulmonares en el matadero de cientos de granjas
(fig. 9). En este programa de monitoreo se utiliza un aparato llamado HUSKY FS2
(fig.10) Este es un sistema de puntuacién, el cual relne informacidn sobre lesiones
presentes en los pulmones. Este método se emplea al final de la linea de matanza
en donde se va registrando la puntuacion de las areas lesionadas en porcentaje,

este método se lleva actualmente a cabo en USA, Espafia, New Zealand
I"t”huur'-..' om

Fig.9

b
\!l - /
Se muestra el momento en que se evalla Aparato (HUSKY FS2) que se utiliza
las lesiones pulmonares con el HUSKY FS2 para llevar acabo el monitoreo de las
lesiones neumdnicas
http://www.pfizer.com
http://www.cranmeriawrence.com
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< Analisis de Imagenes: el andlisis digital de imagenes es la ciencia de las
mediciones geométricas de cualquier fuente. Su principal aplicacion es la
microscopia cuantitativa para la que ofrece datos estadisticamente significativos de
una manera rapida y exacta sustituyendo asi a los subjetivos métodos
tradicionales.

Dichas mediciones pueden ser la fraccion volumétrica de las distintas fases de una
aleacion o de una muestra geoldgica, la distribucion por numeros y por tamanos
de particulas contaminantes filtradas del aire o de un liquido hidraulico, o la
distribucién de la densidad dptica integrada en los nicleos de células manchadas
por ello.

El Andlisis digital de imagenes aparecié por primera vez como técnica que se podia
conseguir facilmente en 1963 como la introduccién del QTM A (Microscopio
Television Cuantitativo), disefiado por Metals Research Ltd., que mas tarde paso a
formar parte de Leica. Este instrumento se ided para su uso en laboratorios
metalurgicos, especialmente para el control de calidad de la pureza del acero y
otras mediciones de microestructuras, pero pronto se descubrié su utilidad en
otros campos.

Algunas de las primeras aplicaciones en el campo de la Biologia fueron la medicién
del tamarfio de los espacios para aire en los pulmones (para cuantificar el dafo de
los mismos) y el cdmputo de granos de plata en la autorradiografias.

Desde entonces las técnicas de andlisis digital de imagenes se han aplicado en casi
todos los campos de la ciencia y la tecnologia desde la Anatomia hasta la Zoologia
y se han ampliado para incluir funciones de procesamiento de imagenes como la
filtracion y la mejora de imagenes.

Qwin es el equipo de herramienta de Analisis Digital de Imagenes de Leica basado
en Windows que se ejecuta en el entorno industrial estandar de Microsoft
Windows, Leica Qwin ofrece varios tipos de mediciones que van desde mediciones

19
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manuales interactivas de objetos hasta anadlisis “automaticos” totalmente
automatizados, por ejemplo: las imperfecciones del acero.
Ejemplos de dichas mediciones son:

La planimetria de longitud, distancia y superficie.

El porcentaje de fases, las fracciones de superficie y volumétricas.
La densitometria calibrada.

El andlisis de la forma y el tamaiio de las particulas.

El perfilamiento de grises ¢

< Técnica de Planimetria: este método fue empleado para evaluar las
lesiones macroscopicas de pulmones dafiados por primera vez en 1987 por Abel
Ciprian, en donde por medio de diagramas pulmonares normalizados de vista
dorsal y ventral, calculo el promedio del area dafiada de ambas vistas de pulmones
de porcinos con lesiones neumonicas y calculd el porcentaje del area ocupada por
las lesiones, tomando como base el porcentaje del drea total del pulmon ©»
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2. JUSTIFICACION.

Se han realizado técnicas para evaluar lesiones pulmonares de porcinos con
enfermedades respiratorias, las cuales han presentado errores en cuanto a la
medicion de las zonas lesionadas; ya que también se toman en cuenta las areas
sin lesién, por lo que este trabajo llevar a cabo una comparacion entre la técnica
de planimetria y la técnica analisis digital de Imagen como un método mas eficaz,
empleando el analizador digital de imagenes para obtener una medicion mas
confiable de la lesion pulmonar sospechosa por Mycoplasma hyopneumoniae.
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3. OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar la evaluacion comparativa del grado de lesion pulmonar, sospechosa de
Mycoplasma hyopneumoniae, mediante las técnicas de planimetria y el analisis de
imagenes.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Realizar la evaluacion del grado de lesion macroscépica que se presenta en
pulmones de porcinos sospechosos de Mycoplasma hyopneurmoniae mediante
la técnica de Planimetria.

2. Realizar la evaluacion del grado de lesion macroscdpica que se presenta en

pulmones de cerdo sospechosos de Mycoplasma hyopneumoniae mediante la
técnica de andlisis digital de imagen.

3. Realizar la evaluacion comparativa de ambos métodos para conocer la técnica
mas adecuada y precisa en la evaluacion de las lesiones macroscopicas
sospechosas de Mycoplasma hyopneumoniae, aplicando el método estadistico

[os]
(38
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4. METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO

Se recolectaron 100 pulmones lesionados de animales entre 3 y 12 semanas de
edad, sospechosos de infeccion por Mycoplasma hyopneumoniae, provenientes de
granjas del Estado de México.

La obtencion de los drganos se llevé a cabo de la siguiente manera:
a) Pulmones de animales de abasto en el momento del sacrificio estos drganos se
recolectaron en dias terciados por lo que se conservaron en congelacion
b) Animales que se encontraron muertos dentro de los corrales, los pulmones se
conservaron en refrigeracion.
c) Animales enfermos, que fueron sacrificados, estos pulmones se trabajaron en
fresco.

Estos érganos se trasladaron a la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
(FESC), al laboratorio de Microbiologia en donde se llevé a cabo la seleccion de
aquellos pulmones que presentaron lesiones macroscopicas sospechosas de
Mycoplasma hyopneumoniae, se trabajo con 29 6rganos se tomé esta cantidad
como una muestra representativa, ya que los otros pulmones presentaban lesiones
sugestivas por otros agentes como: Actinobacillus pleuroneumoniae, Pasteurella
sp.

Posteriormente se llevo acabo la evaluacion por medio de la técnica de
planimetria, los pulmones fueron fotografiados por sus dos vistas tanto dorsal
como ventralmente, estas imagenes fueron guardadas como formato BMP (Filtro
de gréficos de mapa de bits de Windows) y convertidas después a formato TIF
(Formato de trazos de imagen), en donde se emplearon para la técnica de analisis
digital de imagenes (dig. A),
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Dig. A

DIAGRAMA DE PROCESAMIENTO DE LOS ORGANOS

GRANJAS DEL
ESTADO DE MEXICO

OBTENCION
DE PULMONES

ANIMALES DE ABASTO ANIMALES MUERTOS

EN EL SACRIFICIO DENTRO DE CORRALES ANIMALES ENFERMOS

(CONGEW:ION) (REFRIGERACION) QUE SE SACRIFICARON
(EN FRESCO)

)

SE LLEVO ACABO LA SELECCION DE
PULMONES CON LESIONES
MACROSCOPICAS SOSPECHOSAS POR
Mycoplasma hyopneumoniae

REALIZACION DE LAS
TECNICAS DE PLANIMETRIA Y
EL ANALISIS DIGITAL DE
IMAGEN

ANALISIS
ESTADISTICO
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Diagrama del proceso de las muestras de pulmones con lesidn sospechosa de
Mycqnﬂsm&)goamemmlae
DIAGRAMA EXPERIMENTAL

PLANIMETRIA. ANALISIS DIGITALDE IMAGEN
FOTOGRAFIA
VISTA DORSAL VISTA VENTRAL VISTA DORSAL  VISTA VENTRAL
14D 14v 14D 14v

l

0w

DELIMITAR AREAS LESIONADAS
1o v
APLICAR LA SIG. FORMULA

% DE LA LESION = ( Ng. LVD + No. LVV) .01
2 OBTENCION DEL PORCENTAJE

DE LAS LESIONES
\ ANALISIS ESTADISTICO
@wnﬁmﬁwxm

mmdnmlnrsmm
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TECNICA DE PLANIMETRIA

A los 29 pulmones se les identificé de la siguiente manera:

Se utilizd una plantilla en donde se anotd el nimero del érgano, fecha y lugar de
procedencia, en esta plantilla también se realizaron diagramas del contorno del
pulmén normal por sus dos vistas, dorsal y ventral. Se realizd una cuadricula en
donde cada cuadrito tiene una medida de 0.5cm’ y el total de ellos por ambas
vistas se tomé como el 100% del drea total del 6rgano.(diagrama C)

Diag. C

Reporte de localizacién de
lesiones macroscépicas.
(PLANTILLA)

Fecha:

Cerdo No. ——
Luaar:

.rfil

VISTA DORSAL VISTA VENTRAL

Observaciones:

Se muestra la plantilla que se utilizd para registrar las zonas
0 éreas de lesién, tanto dorsal como ventral.
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Una vez que se identificaron los 6rganos en cada una de las plantillas, se procedié
a sombrear en el diagrama aquellas zonas lesionadas sospechosas de mycoplasma
tanto dorsal como ventral, teniendo al érgano a un lado. ( diagrama D)

Diag. D Se muestra como se marcaron las areas de lesion
en la plantilla teniendo al érgano lesionado a un lado

Posteriormente se sobrepuso el diagrama realizado a la imagen de un pulmén
cuadriculado en acetato y se llevara acabo el conteo de espacios del cuadriculado
que presentara cada lesién. Se calculara el promedio del drea ocupada por las
lesiones neumdnicas tomando como base el porcentaje del area total del pulmén,
empleando la siguiente formula:

% DE LA LESION = ( No.LVD + N,. LVV).01
2
En donde:

No. LVD = Namero de las lesiones de la vista dorsal
No. LVV = Namero de las lesiones de la vista ventral
2 = Es la representacién de las dos vistas

.01 = Es el porcentaje del pulmén total
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Con los valores obtenidos de las lesiones pulmonares totales en porcentajes
(cuadro2) se fotografi6 cada rgano por sus dos vistas, tanto dorsal como ventral, se
escanearon para tener las imagenes disponibles en la utilizacién de la técnica de
andlisis de imagenes en donde se llevo a cabo una nueva evaluacion de las
lesiones de estos drganos.

METODO DE ANALISIS DE IMAGENES

Al termino de la técnica de planimetria, se realizd la técnica de andlisis digital de
imagenes en el Centro de Investigaciones Avanzadas del Instituto Politécnico
Nacional, el cual consistié en tomar fotografias de los drganos tanto dorsal como
ventralmente, estas se escanearon para poder utilizar las imagenes en un equipo
de computo(PC, con procesador Pentium IV y memoria de 256 RAM) utilizando el
programa de andlisis digital de imdgenes Qwin (LEICA)™ a cada imagen de los
pulmones se delimité el contorno tanto ventral como dorsalmente, para obtener el
drea total del 6rgano (100%) (ig 11), posteriormente se midieron las zonas
lesionadas delimitando solo el contomo de estas lesiones en ambas vistas del

drgano( fig.12).
14D 18v

A

Fig 11 Fig. 12
La linea marcd el contorno de ambas vistas;
para obtener el porcentaje del 4rea total del, Las lineas azules, muestran el contorno de las
pulmén. zonas lesionadas, de las cuales se obtuvo el
porcentaje.
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Con los datos obtenidos, ( cuadro 3) se procedid a trabajar con el programa Excel
version 7.0 (Microsoft)™ para efectuar el analisis estadistico por medio de la

prueba “t"” de Student de ambos y realizar una comparacion entre ambas técnicas
(cuadro 4).

El andlisis estadistico se efect(io mediante la prueba de “t" de Student en la cual
se llevd acabo la comparacion de medidas con muestras apareadas para establecer
la diferencia entre estas dos técnicas, en la obtencion de porcentajes de dafio por
Mycoplasma hyopneumoniae a nivel macroscopico de pulmones de porcinos, estas
medidas se obtuvieron a nivel superficial calculando el area lesionada.

29



Resultados

lesiones por Mycoplasma hyopneumoniae

5. RESULTADOS
Estos fueron los resultados que se obtuvieron después de realizar las Técnicas de
planimetria y el andlisis digital de imagen de los 29 pulmones de cerdo con

RESULTADOS DE LA TECNICA DE PLANIMETRIA

Cuadro 2
L F
u E No. | No. | = |ZLVD,|[ZLVD,| %
MUESTRA G C LVD | LW |vD, | LVV/ | LVv/ 2] |LESION
No. A H LW 2 .01
R A
1 CALIACAC | 9/07/02 | 41 | 46 87 | 435 | 0435 | 435
2 CALIACAC | 9/07/02 | 40 | 48 88 44 0.44 a4
3 POLVORIN | 16/07/02 | 49 | 80 | 129 | 645 | 0.645 | 64.5
4 POLVORIN | 16/07/02 | 14 | 11 % 47 0.47 47
5 POLVORIN | 16/07/02 | 16 | 6 22 11 0.11 11
6 POLVORIN | 16/07/02 | 16 | 21 37 | 185 | 0.185 | 185
7 TIERRA 12
BLANCA | 29/07/02 | 11 | 13 24 12 0.12
8 TIERRA 5
BLANCA | 29/07/02 | 10 | © 10 5 0.05
9 CALIACAC | 16/07/02 | 36 | 58 94 47 0.47 a7
10 CALIACAC | 16/07/02 | 47 | 62 | 102 | 545 | 0.545 | 54.5
11 POLVORIN | 16/07/02 | 28 | 0 28 14 0.14 14
12 POLVORIN | 16/07/02 | 26 | 24 50 25 0.25 25
13 CALIACAC | 16/07/02 | 46 | 54 | 100 | S0 0.50 50
14 CALIACAC | 22/07/02 | 48 | 59 | 107 | 53.5 | 0.535 | 53.5
15 CALIACAC | 22/07/02 | 50 | 58 | 108 54 0.54 54
16 CALIACAC | 22/07/02 | 45 | 65 | 110 | 55 0.55 55
17 TIERRA 29/07/02 | 54 | 62 | 116 58 0.58 58
BLANCA
18 TIERRA 20/07/02 | 83 | 93 | 176 | 88 0.88 88
BLANCA
19 CALIACAC | 3/09/02 | 66 | 89 | 155 | 775 | 0.775 | 775
20 CALIACAC | 3/09/02 | 19 | 4 23 | 115 | 0115 | 115
21 CALIACAC | 20/09/02 | 41 | 53 94 47 0.47 a7
22 CALIACAC | 23/09/02 | 53 | 54 | 107 | 53.5 | 0.535 | 53.5
23 CALIACAC | 9/07/02 | 40 | 60 | 100 | 50 0.50 50
24 CALIACAC | 21/09/02 | 44 | 52 % 48 0.48 a8
25 CALIACAC | 2/07/02 | 48 | 56 | 104 52 0.52 52
26 CALIACAC | 2/07/02 | 85 | 79 | 164 82 0.82 82
27 CALIACAC | 7/10/02 | 35 | 63 98 49 0.49 49
28 CALIACAC | 7/10/02 | 55 | 82 | 137 | 68.5 | 0.685 | 68.5
29 CALIACAC | 30/11/02 | 57 | 55 | 112 | 56 | 056 | 56

No. LVD =Numero de lesiones de la vista dorsal.
No. LVV =Namero de lesiones de la vista ventral

2LVD, LVV = Sumatoria de lesiones de ambas vistas

¥ LVD, LVV/ 2 0 =Sumatorias de lesiones de ambas vistas dividida entre dos.
| £ LVD, LVV/ 2] .01 = Sumatorias de lesiones de ambas vistas dividida entre dos y multiplicada por . 01
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RESULTADO DE LA TECNICA DE ANALISIS DE IMAGENES

Cuadro 3
L F
u E %
MUESTRA G C AT AL AL*100/AT | LESION
No. A H
R A
1 CALIACAC 9/07/02 2569306.7 895886.78 | 34.8688139 | 34.87
2 CALIACAC 9/07/02 4373959.4 1925793.05 | 44.0285991 44.03
3 POLVORIN 16/07/02 8326877.9 4835780.94 58.0743587 58.07
4 POLVORIN 16/07/02 562298.69 64333.45 11.4411524 11.44
5 POLVORIN 16/07/02 4167200.3 | 482966.897 | 11.5897212 11.59
6 POLVORIN 16/07/02 666808.02 145969.28 21.8907505 21.89
7 TIERRA
BLANCA 29/07/02 938886.05 56979.4 6.06883018 6.07
8 TIERRA
BLANCA 29/07/02 779610.88 86676.945 11.1179753 11.12
9 CALIACAC 16/07/02 3051375.9 | 1397663.98 | 45.8043855 45.8
10 CALIACAC 16/07/02 3159704 1766427.74 | 55.9048487 55.9
11 POLVORIN 16/07/02 544433.57 46054.154 8.4590952 8.46
12 POLVORIN 16/07/02 537194.1 151208.991 | 28.1479247 28.15
13 CALIACAC 16/07/02 834029.78 | 436422.657 | 52.3269873 | 52.33
14 CALIACAC 22/07/02 5666452.9 2656952.04 | 46.8891577 46.9
15 CALIACAC 22/07/02 7574122.2 | 2974168.98 | 39.2675072 | 39.27
16 CALIACAC 22/07/02 5462724.6 1554631.4 28.4589012 28.46
17 TIERRA
BLANCA 29/07/02 4038899.54 1533084.58 | 37.9579775 37.96
18 TIERRA
BLANCA 29/07/02 | 4276731.93 1801123 42.1144703 | 42.11
19 CALIACAC 3/09/02 1500423.72 | 560278.39 | 37.3413445 | 37.34
20 CALIACAC 3/09/02 7532462.3 912789.97 | 12.1180822 12.12
21 CALIACAC 20/09/02 1632156.2 216173.661 42.8414207 42.8
22 CALIACAC 23/09/02 6100110 2130132.6 26.42337924| 26.42
23 CALIACAC 9/07/02 6232710 1646892.6 49.0825939 49.08
24 CALIACAC 21/09/02 5082575.4 | 1297871.45 | 25.5357048 | 25.53
25 CALIACAC 2/07/02 5215790.6 1972357.83 | 37.8151268 | 37.81
26 CALIACAC | 2/07/02 5179388.94 | 4088848.13 | 78.9446048 | 78.94
27 CALIACAC 7/10/02 4231630 1452211.2 | 34.3180098 | 34.32
28 CALIACAC 7/10/02 3499475.1 1695310.76 | 48.4447156 | 48.44
29 CALIACAC 30/11/02 | 1422564.04 | 757808.181 | 53.2705846 | 53.27

AT = area total del 6rgano.

AL = area de lesion del drgano.
100= porcentaje total del érgano.
%L = porcentaje lesionado del rgano.
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COMPARACION DE LOS VALORES EN PORCENTAJES DE LAS DOS TECNICAS

PLANIMETRIA Y ANALISIS DIGITAL DE IMAGENES

Cuadro 4
No. %o LESION
MUESTRA
PLANIMETRIA | ANALIZADOR DE
IMAGENES
1 43.5 34.87
2 44 44.03
3 64.5 58.07
4 16.5 11.44
5 11 11.59
6 22 21.89
7 12 6.07
8 11 11.12
9 47 45.8
10 58 55.9
11 14 8.46
12 28 28.15
13 50 52.33
14 53.5 46.9
15 54 39.27
16 55 28.46
17 58 37.96
18 88 42.11
19 77.5 37.34
20 15 12.12
21 47 42.8
22 53.5 26.42
23 50 49.08
24 48 25.53
25 52 37.81
26 82 78.94
27 49 34.32
28 68.5 48.44
29 56 53.27

En este cuadro se muestran los porcentajes de las dos técnicas con un promedio final
para la técnica de planimetria de 45.81% y del andlisis digital de imégenes de 35.55%,
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GRAFICA DE LA COMPARACION DE AMBAS TECNICAS DEACUERDO
A LOS PORCENTAJES DE LESION OBTENIDOS

Grafica

—4&— TECNICA DE PLANIMETRIA
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MUESTRAS

En esta grafica se observa la comparacién de los valores en porcentajes de la
técnica de planimetria contra la técnica de andlisis digital de imagenes en donde
se puede apreciar que en la técnica de planimetria, los valores son mds altos en
las muestras 1,15,16,17,18,19,22,24,28, en donde encontramos que estas
alteraciones son causa de el modo en que se captaron las imagenes asi como el
estado fisico de los pulmones, el tipo de equipo fotografico que se empleo para
este trabajo.

En cuanto a los resultados estadisticos se obtuvo que por medio de la prueba de
"t” de Sudent se obtuvo un valor estadisticamente significativo de (p< 0.001), por
lo que los métodos son diferentes, la técnica de planimetria da valores mayores
45.81% y que la técnica de Analisis de Imagenes es de 35.55%, la variacion del
porcentaje entre ambas técnicas se encuentra entre 3.8178 y 16.7346%.
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5. DISCUSION

Las técnicas de evaluacion de lesiones pulmonares han sufrido cambios a lo largo
de los ultimos afios

Se ha utilizado en investigaciones anteriores la técnica de planimetria, propuesta
por el Dr. Abel Ciprian (), dicha técnica tiene ventajas como son las siguientes; Se
puede realizar en condiciones de campo, es econdmica, rapida sin embargo esta
técnica presenta errores de precision y se considera laboriosa, por lo que se
emplea un diagrama y una plantilla de un pulmén normal, para cada pulmon.

El estudio por el Andlisis de Imagenes es una técnica digital avanzada que permite
cuantificar de una manera mas exacta las lesiones pulmonares a nivel
macroscopico, pero esta técnica es costosa y de poca accesibilidad hasta el
momento, se ha empleado solamente a nivel de investigacion.

En este estudio se encontré una diferencia estadisticamente significativa de (p <
0.001), resultando mejor la técnica de analisis de imagenes.

En los resultados obtenidos se encontré que las muestras 1, 15, 16, 17, 18, 19, 22,
24 y 28 de la técnica de planimetria, presentaron un valor mayor en los porcentaje
en comparacion con la técnica de andlisis digital de imagenes (grafica 1) por lo que
se le atribuye:

A) El trabajar con drganos congelados y refrigerados se encuentran alteraciones
en cuanto a lesiones.

B) El tiempo de congelamiento de los 6rganos también es importante, mientras
mas tiempo estén en ese estado no sera posible apreciar adecuadamente las
areas lesionadas.

C) En la técnica de planimetria se observo que origina errores de preescision por

que al emplear una plantilla (diagrama B), se marcan las zonas con lesion y sin
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lesién, esto origind que los porcentajes fueran mas altos en comparacion con la
técnica de analisis digital de imagenes, en esta solo se obtuvieron los valores
de las areas lesionadas.

D) El uso de camara fotografica convencional (CANON) , en donde el acercamiento
no fue suficiente para apreciar adecuadamente el limite de las zonas
lesionadas.

E) El empleo de una camara digital (EPSON), en donde las imagenes obtenidas
se captaban y guardaban en un JPG y posteriormente a un formato TIF, que el
contraste del color no es el mismo.

a una imagen natural, la coloracion cambia.

F) La forma de tomar las fotografias, en cuanto a la iluminacion al momento de
fotografiar a los pulmones.

G) La utilizacion de monitores diferentes en donde varia el color, la nitidez y el

brillo de las imagenes.

H) La forma de tomar las fotografias, en cuanto a la iluminacion al momento de
fotografiar a los pulmones.

I) La nitidez de las imagenes en cuanto al color de las areas lesionadas que se
emplearon en el analisis digital de imagenes.

Estos factores originaron alteraciones en los porcentajes, por lo que es
importante que la valoracion se lleve acabo con drganos frescos ya que las
lesiones presentes en el pulmén se observaran mejor; que en un 6rgano
congelado o refrigerado para emplear ambas técnicas y preferentemente para
obtener resultados mas acertados, en el caso de utilizar la técnica de analisis
digital de imagenes, es importante y adecuado la utilizacion de érganos frescos y
mandar la imagen directamente, para la obtencion de los porcentajes de lesiones
macroscopicas de los pulmones.

Se recomienda el uso de la técnica de andlisis de Imagenes ya que ofrece datos
estadisticamente significativos, por ser mas precisa y complementa a la técnica de
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planimetria, por tener una mayor confiabilidad de los resultados de enfermedades
respiratorias.

Otro aspecto de este trabajo es la incursion del uso de esta metodologia digital la
cual permitira su aplicacion en investigaciones futuras.
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7. CONCLUSIONES.

Al termino de este trabajo en donde se llevo acabo la evaluacion comparativa de
las lesiones pulmonares por Mycoplasma hyopneumoniae de 29 muestras de
pulmones porcinos, mediante las técnicas de planimetria y el analisis de
imagenes:

% La técnica de planimetria, origina errores en la interpretacion de los
resultados por que evalla zonas lesionadas y no lesionadas.

< La técnica de andlisis digital de imagenes es la mas adecuada para obtener
el porcentaje de lesiones pulmonares ya que evalia solo las zonas
lesionadas.

En la comparacion de ambas técnicas, se obtuvo un valor estadisticamente
significativo de (p < 0.001), por lo que los métodos son diferentes, la técnica de
planimetria arroja valores de 45.81% en comparacion con la técnica de analisis
digital de imagenes que es de 35.55%, se encuentra una variacion del
porcentaje entre ambas técnicas de 3.8178 y 16.7346%.
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