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INTRODUCCION.

Bordetella bronchiseptica es una bacteria
Gram negativa, huésped habitual del tracto
respiratorio de numerosas especies de mamiferos
domésticos (6; 12; 13).

En el conejo ha sido aislada a partir de
las fosas nasales de animales clinicamente sanos
(1:7;18), de cuadros de rinitis catarral (1, 7; 17,
18) v muestras de pulmones con lesiones neu-
ménicas (1; 4; 7; 11, 17, 18) solo o asociada
con Pasteurella multocida, bacteria esta a la que
se le asigna el principal rol en la etiopatogénesis
de los procesos inflamatorios del aparato respira-
torio del conejo (1;4;5;7;9;15;16; 19).

El objetivo del presente trabajo es la
descripcion de un cuadro respiratorio producido
por Bordetella bronchiséptica, desde el punto de
vista clinico, anatomopatoldgico y serolbgico,
asi como de puntualizar sus cardcteres diferen-
ciales con aquellos producidos por Pasteurella
multocida; debido a la ausencia de informacion
sobre brotes de campo y a la escasa literatura
referente a neumonias primarias del conejo
producidas por esta bacteria.

MATERIAL Y METODOS.

Antecedentes del Caso.

El problema se presentd en un estableci-
miento situado en los aledafios de la ciudad de
Berazategui (Pcia. Bs. As.), dedicado a la cria y
engorde de conejos de carne en forma intensiva.

La poblacién animal estaba compuesta, en el
momento de este estudio por un nucleo de re-
productores integrado por 350 madres y 50 ma-
chos de la raza neozelandesa, 1.600 gazapos vy
1.500 conejos de engorde. En el manejo habitual
los gazapos se destetaban a los 35 dias de edad,
trasladandose a la recria en jaulas colectivas vy
luego a jaulas individuales de engorde, hasta lo-
grar el peso indicado para su comercializacion.

El agua suministrada era potable y la ali-
mentacidén la adecuada para las distintas etapas
del ciclo. De rutina se realizaban tratamientos
con coccidiostaticos a los 40 dias de edad por 4
dias y hasta el presente no se aplicaba ninguna
bacterina para prevenir los cuadros respiratorios.
Si bien el problema se presenta desde ha 1 afio,
en forma constante a la edad de 55 dias, en el
ciclo de recria, se agrava en el ultimo mes.

Clinicamente se caracterizd por presen-
cia de exudado nasal bilateral, estornudos y mar-
cada disnea. La morbilidad llegd al 20 - 25 por
ciento y la mortalidad al 6 por ciento a pesar de
la administracion de tetraciclina y furazolidona
en el agua de bebida en los lotes enfermos.

Estudios anatomopatologicos.

Se realizaron las necropsias de 2 animales
de 50 - 60 dias de edad vy se inspeccionaron 3
pulmones remitidos para estudios bacterioldgi-
cos. De todos los casos se tomaron muestras de
0,5 cm. de espesor por 1 - 2 cm. de longitud para
estudios histopatoldgicos. Las mismas se fijaron
en formol neutro al 10 por ciento, se incluyeron
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en parafina y se realizaron cortesde 5 - 6 um de
espesor, los cuales se colorearon con hemato-
xilina y eosina (H. y E.).

Estudios bacteriologicos.

Se realizaron estudios bacterioldgicos de
5 pulmones. Aproximadamente 1 g. de cada pul-
moén se triturd en mortero con arena estéril adi-
cionandole caldo comin cantidad suficiente para
obtener una concentracion al 10 por ciento. A
partir de: las mismas se sembraron en medios de
cultivos selectivos-diferenciales y de enriqueci-
miento para el aislamiento primario de bacterias
aerobias Gram negativas y Gram positivas patd-
genas. La diferenciacion de género y especie de
las bacterias aisladas se realizd por las caracte-
risticas morfolégicas, culturales y bioguimicas
en base a tablas de clasificacion sistematica de
bacterias aerobias patdgenas (3).

Se realizd la tipificacién seroldgica de fas
cepas de Bordetella bronchiséptica aisladas por
la prueba rdpida de aglutinacién en placa con
suero hiperinmune anti Bordetella bronchisépti-
ca fase | (The Kitasato Institute. Tokyo, Japan).

Estudios serologicos.

Previo al sacrificio, se realizé la extrac-
cién de sangre por puncidon cardiaca de uno de
los dos conejos necropsiados y se solicitd el
envio de sueros del lote afectado. Se realizé la
deteccion de anticuerpos aglutinantes contra
Bordetella bronchiséptica por las pruebas, rapida
en placa y lenta en tubo, utilizando un antigeno
comercial y realizando las pruebas apareadas con
suero positivo de referencia.

Para la prueba rdpida, una gota de suero
problema se mezcld con una gota de antigeno,
realizdndose la lectura dentro del minuto. Para
la prueba lenta en tubo se realizaron diluciones
seriadas del suero a evaluar, en solucion fisiolo-
gica bufferada (P.B.S.), a cada tubo se le adicio-
nd 0,5 ml. de antigeno diluido 1:50 en P.B.S.,
los tubos se agitaron y se llevaron a bario maria
a 37°C por 2 horas y luego a 5°C por 12 horas.
Como titulo final se considerd a la inversa de la
dilucibn mas alta que mostrd franca aglutina-
cion, compardndose con un control negativo:
P.B.S. mas antigeno y un control positivo: suero
de referencia de titulo conocido.

Con cada uno de los sueros positivos a
la prueba de aglutinacion lenta en tubo, se rea-
lizd el tratamiento con 2 mercaptoetanol, de
acuerdo a la técnica descrita por E. M. Jenkins
(8). A 0,2 ml. de suero se le adicion6 0,2 ml. de
2-mercaptoetanol (2-M.E.) 0,2 M vy 0,6 ml. de
P.B.S. Luego de dejarse a temperatura de labora-
torio por 1 hora, se realizd la prueba de aglutina-
ciébn lenta en la forma descrita.

Pruebas biologicas:

Ratones: dos ratones se inocularon por
via intraparitoneal con 0,5 ml. de un inodculo
que consistid en: cultivo de Bordetella bronchi-
séptica en caldo infusidn cerebro corazén, el
cual se filtr6 por filtro de membrana de 0.2 um
de didmetro de poro.

Conejos: se inoculd un conejo por via in-
tradérmica con 0,2 mi. de material utilizado en
los ratones y 0,2 ml. de un cultivo de Bordetella
bronchiséptica desarrcllada en medio de Bordet
Gengou. Se registraron los cambios vasculares,
edematizaciéon y necrosis.

RESULTADOS.

Estudios Anatomopatologicos.

Pulmén: se observaron areas de consoli-
dacidn localizadas en los |6bulos anteriores vy
parte anteroventral de los l6bulos caudales (foto
1). Las mismas presentaban un color rojo y su
superficie era, en general deprimida en relacién
con el tejido adyacente que se encontraba dis-
tendido. Cuando dichas dreas tenian forma li-
neal, penetraban profundamente dentro del pa-
rénquima (foto 2). La pleura sobre las zonas
afectadas se aprecié normal. A la superficie de
corte, el pulmén estaba jugoso y a la compre-
sibn se observd un exudado de color blanco vy
aspecto filante en la luz de los bronguios. Den-
tro de las zonas consolidadas hacian relieve
focos de sobredistension alveolar. En los higados
de 2 conejos se apreciaron, en superficie y pro-
fundidad, areas lineales de color blanco.

El estudio histopatolégico reveld a nivel
de bronquios, la hiperplasia de células calcifor-
mes e hiperplasia y descamacion de células epi-
teliales. En la luz de los mismos se comprobé la
presencia de exudado constituido por heter6fi-
los vy detritus de células epiteliales. En la ldmina
propia, la infiltracion fue de heterdfilos y células
inflamatorias mononucleares. En la mayoria de
los bronquios se observo hiperplasia linforreticu-
lar peribronquial {foto 3) v alrededor de las glan-
dulas submucosas abundantes células plasmaticas.
No se comprobaron alteraciones a nivel de los
vasos sanguineos, vasos linfaticos y tejido con-
juntivo intersticial. En los bronguiolos, los cam-
bios fueron semejantes a los encontrados en 10s
bronquios y se caracterizaron por hiperplasia y
metaplasia de células caliciformes, descamacién
epitelial y presencia de abundantes heter6filos
en fa luz. En un pulmén la mayoria de los bron-
quiolos se observaron ocluidos por tejido conec-
tivo revestido por epitelio metapldsico y acom-
pafiado por hiperplasia linforreticular peribron-
quiolar vy calcificacion distrofica (foto 4). A
nivel alveolar, las lesiones mas recientes se carac-
terizaron por un engrosamiento difuso de la pa-
red alveolar. En estadios posteriores se observd
hiperplasia y descamacion de macrdfagos alveo-
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lares hacia la luz alveolar (foto b), presencia de
células gigantes y heteréfilos (foto 6). La exuda-
cion fue escasa y, con distribucién irregular, se
apreciaron masas compactas de heteréfilos que
enmascaraban el tejido alveolar subyacente. En
otras zonas no se pudo reconocer la arquitectura
pulmonar debido al colapso alveolar. En todos
los pulmones se observaron focos de calcifica-
cion distréfica. La pleura en todos los cortes
estudiados se aprecid normal.

El diagnostico anatomopatoldgico fue de
bronconeumonia catarral subaguda.

Las lesiones observadas macroscopica-
mente en higado, correspondieron microscopica-
mente a conductillos biliares agrandados debido
a la hiperplasia y descamacion del epitelio pro-
ducidas por Eimeria stiedae.

Estudios Bacteriologicos.

Las caracter{sticas morfolégicas, cultura-
les, bioquimicas y serolégicas de la cepa de Bor-
detella bronchiséptica aislada son indicadas en
forma tabulada (tabla 1).

Estudios Serologicos.

Cinco sueros provenientes del lote afec-
tado, asi como los pertenecientes a 5 reproduc-
tores hembras fueron positivos para la deteccién
de anticuerpos aglutinantes contra antigeno de
Bordetella bronchiséptica por la prueba répida
en placa. Los titulos aglutinantes obtenidos por
la prueba lenta en tubo con los sueros tratatos y
no tratados con 2-M.E. se indican en la tabla 2.

Pruebas Biolodgicas.

El filtrado de cultivo de Bordetella bron-
chiséptica en medio liquido y libre de bacterias
produjo la muerte de un ratén y no fue dermo-
necrotico para el conejo. La suspension de
bacterias vivas produjo la necrosis de la piel de

un conejo en 72 horas.
DISCUSION

Los cambios observados en pulmén, aso-
clados a infeccién por Bordetella bronchiséptica
y caracterizados por bronguitis, bronguiolitis,
hiperplasia linforreticular peribronquial e hiper-
plasia y descamaciéon de macrdfagos alveolares
en la luz de los alvedlos, definen desde el punto
de vista histopatoldgico un cuadro de bronco-
neumonia catarral (14). Estos hallazgos han sido
descriptos en conejos en infecciones por Borde-
tella bronchiséptica tanto en condiciones de
campo como experimentales (1; 9; 19). Sin
embargo J. Oldenburg y col. (11) describen
lesiones de neumonia intersticial asociadas a
casos espontaneos de curso agudo producidos
por Bordetella bronchiséptica, que reproducen
solamente por inoculacidn endovenosa a pesar

gue la difusion hematdgena de esta bacteria no
ha sido descripta ni se considera probable que
ocurra en condiciones naturales. Por via intra-
nasal o intratraqueal, observaron lesiones de
bronconeumonia (11} similares a las descritas en
este trabajo.

La presencia de abundantes células gi-
gantes en la luz de los alvéolos y focos de cal-
cificacién distréfica hallados en el material
estudiado, han sido observadas en infecciones
experimentales por Clamidia psittaci en el co-
nejo (4; B) y consideradas de valor para el diag-
nostico diferencial de esta entidad (1). Sin
embargo, cabe consederarlas como una respues-
ta bésica e inespecifica del pulmédn frente a la
agresion, ya que también han sido observadas en
infecciones por Pasteurella multocida serotipo
3:A en casos de campo y experimentales (15;
16).

Las alteraciones producidas por Bordete-
lla bronchiséptica difieren de aquellas inducidas
por Pasteurella multocida y Haemophilus cuni-
culi agentes éstos presentes en Argentina. En la
Pasteurelosis se observa macroscoOpicamente
abundante exudado fibrinopurulento en la cavi-
dad pleural con dreas de neumonia fibrinosa y
microscopicamente, infiltracibn de heterofilos
y exudacion de fibrina en los alvéolos con vascu-
litis {1;4;5;9;15; 16). La infeccidon por Haemo-
philus cuniculi produce un cuadro respiratorio
con alta morbimortalidad y lesiones de bronco-
neumonia supurativa con compromiso pleural
(2). Otros autores (19) no hallan diferencias ana-
tomopatolbdgicas entre Bordetella bronchiséptica
y Pasteurella multocida, esta discrepancia en
cuanto a los resultados, en condiciones experi-
mentales, dependeria de la patogenicidad de las
cepas, dosis infectante, via, edad y estado inmu-
nitario de los animales utilizados.

En la infeccién por Bordetella bronchi-
séptica, la puerta de entrada es respiratoria y un
paso importante en la patogénesis de la infeccion
es su colonizacion en la mucosa del tracto respi-
ratorio a traves de la adhesion al epitelio ciliado
de nariz, trdquea vy bronqguios (10; 20), la que se
manifiesta a los 3 dfas postinfeccién en condi-
ciones experimentales (10). Las cepas que tienen
dicha propiedad han sido denominadas Borde-
tella bronchisédptica fase | patdgena (6; 10) pro-
piedad ésta que '‘in vitro'' va ligada a la forma-
cion de colonias lisas, presencia de cdpsula, capa-
cidad de producir 8§ hemdlisis en el medio de
Bordet Gengou y dermonecrosis en conejos y ca-
bayos. Este estadio se pierde rapidamente por
pasajes en medios de cultivo y es una de las cau-
sas de la variabilidad de los resultados en la
reproduccién experimental.

La persistente adhesién de |la Bordetella
bronchiséptica a las cilias de las células epitelia-
les (20) evita su eliminacién, por el mecanismo
de barrido del aparato mucociliar y favorece su
multiplicacién asi como la produccién de sustan-
cias téxicas. Las cepas de Bordetella bronchisép-
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tica aistadas a partir de cuadros de Rinitis Atro-
fica Infecciosa en cerdos, sintetizan una toxina
termoldbil v dermonecrética que es la responsa-
ble a nivel de la nariz de la hipopldsia de los
cornetes nasales (6; 13) v a nivel del pulmon, de
la necrosis y fibrosis alveolar e hialinizacion de
los vasos sanguineos (6; 12; 14) vy si bien las
cepas aisladas de conejos cumplieron todos los
requisitos para considerarlas como patbgenas, las
lesiones neumaonicas observadas en esta especie
difieren de aquellas producidas en cerdos (14).

De lo expresado anteriormente se des-
prende que la Bordetelosis es una infeccion de
superficie e induce, en particular, una respuesta
inmunoldgica a nivel de membrana mucosa (6).
Paralelamente produce una respuesta inmunold-
gica sistémica, que es medible por el nivel de an-
ticuerpos aglutinantes (6). M. Maeda vy col. (10)
con cepas de Bordetella bronchiséptica aisladas
de cerdos e inoculadas en conejos recién nacidos,
detectaron titulos aglutinantes de 10 a 80 a los
14 dias postinfeccion y valores de 40 a 640 en
conejos examinados 29 - 55 dias postinfeccion.

Si bien no hay referencias de estudios
seroloégicos de campo, que permitan comparar
resultados, los valores obtenidos en este estudio;
hasta 2.560; asociados al aislamiento sistematico
de Bordetella bronchiséptica indicarian una in-
feccién activa y persistente de esta bacteria en
los animales estudiados.

La marcada reduccion de los titulos
aglutinantes en los b sueros provinientes del lote
afectado, luego del tratamiento con 2-M.E., de-
muestra que las aglutininas son en su mayoria
l[gM o macroinmunoglobulinas. Este hallazgo,
reflejaria o bien una infeccién reciente, en la
cual la mayoria de los anticuerpos son IgM; o
bien una estimulacién antigenica persistente gue
produce una respuesta constante de un solo tipo
de inmunoglobulina, como es el caso de ciertos
componentes de naturaleza polisacarida de las
bacterias Gram negativas que en el conejo
producirian este tipo de respuesta (8) y que ha
sido también observado en el cerdo en infeccio-
nes por Bordetella bronchiséptica (8)

Los resultados seroldgicos del plantel re-
productor, en los que no se observaron signos
clinicos ni reduccion de los titulos aglutinantes
luego del tratamiento con 2-M.E., indicaria una
infeccién crénica de los mismos vy la provable
fuente de infeccidn. Se hacen necesarios estudios
seroldgicos mas extensos y continuos para pre-
cisar estos hallazgos.

CONCLUSIONES.

1.- Se aisla Bordetella bronchiséptica en forma
sistematica a partir de muestras de pulmon,
provenientes de conejos con un cuadro respi-
ratorio enzootico.

2.- A través de pruebas culturales, bioquimicas,
serologicas y biologicas se determind que
la cepa de Bordetella bronchiséptica corres-
pondia a fase | patogena.

3.- Las lesiones pulmonares asociadas a la in-
feccion por Bordetella bronchiséptica; defi-
nida como bronconeumonia catarral subagu-
da; fueron distintas de aquellas producidas
por Pasteurella multécida v Haemophilus
cuniculi.

4.- El estudio serologico de un nimero reducido
de muestras provenientes del lote afectado y
de reproductores permitié comprobar la pre-
sencia de anticuerpos aglutinantes contra
Bordetella bronchiséptica con titulos que
oscilaron entre 640 y 2.560 para los prime-
ros y 80 a 320 para los segundos.

5.- Los anticuerpos aglutinantes provenientes
del lote afectado fueron sensibles al trata-
miento con 2-M.E., no asi los pertenecientes
a los reproductores.

— TABLA 1 —

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
CULTURALES BIOQUIMICAS Y
SEROLOGICAS DE LAS CEPAS DE
BORDETELLA BRONCHISEPTICA

PRUEBA RESULTADO
Gram......... e (—)
Baciloy
Morfologia . ....... .. ..t cocobacilo
OXidasa. . ..o (+)
Catalasa. . . . ........ ... . ... .... (+)
Cépsula (tintachina) . . ......... .. (+)
Movilidad (S.I,M.; gota pendiente) . . (+)
Hidrolisisdelaurea. .. ......... .. (+)
IMVIC. . ... .. (——~+)
Reduccién de NO% aNQ, . .. .... ... (+)
SHy oo (—)
Fermentacion de glucosa, lactosa
YV SACArOSA . oo o {(—)
Desarrollo en agar MacConkey . . . .. (+) 48 hs.
Hemolisis de eritrocitos de ovino en
medio de Bordet Gengou. . ... ..... (+)

Prueba de aglutinacién rapida con
suero hiperinmune contra Bordetella
bronchiséptica fase | .. .. ... ...
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— TABLA 2 —

TITULOS AGLUTINANTES CONTRA BORDETELLA BRONCHISEPTICA OBTENIDOS POR
LA PRUEBA LENTA EN TUBO CON SUEROS TRATADOS Y NO TRATADOS CON

2-M.E.
Sueros lote afectado Titulo sin tratamiento con Titulo con tratamiento con
2-M.E. 2-M.E.
S/N 1.280 — 10
1 640 - 10
2 2.660 —10
3 640 40
4 640 40
Sueros reproductores
5-13 160
5-15 80
5-17 320 320
5-20 80
5-21 320 320
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Rogamos disculpen la deficiente calidad de las fotografias, ya que por carecer de originales han debido obtenerse a partir de fotocopias.

a)
b}

Foto 1: Pulmén
Area neumaonica que abarca Ibbulo anterior, medio y caudal.
Areas de sobredistension alveolar.

a)

Foto 2: Pulmon

Areas lineales de consolidacion gque penetran profundamente
dentro del parénguima.
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Foto 3: Pulmén
Tejido linfoideo asociado a los bronguios
a) Epitelio de la mucosa bronguial con hiperplasia.
b) Linfoepitelio.
¢} Regidn folicular con hiperplasia celular.
H.y E. 400 x.
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Foto 5: Pulmén
a)  Hiperplasia y descamacion de macréfagos alveolares dentro
de la luz de los alveoclos.
b}  Presencia de células multinucieadas.
H.y E. 400 x.

Foto 4 Pulmén

a)  Area de consolidacién.
b) Proliferacién conjuntiva que ocluye la luz bronquiolar, con

focos de calcificacion vy recubierto por epitelio metaplasico.
Hiperplasia linforreticular peribronquioiar.
H.y E. 100 x.
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Foto 6: Pulmén
a)  Célula gigante dentro de la luz alveolar, macrofagos descama-
dos y azusencia de exudado en el espacio alveolar.
H.y E. 400 x.
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