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Agentes bacterianos diagnosticados en muestras ambientales y pulmones de cerdos afectados por complejo respiratorio porcino 
Bacterial agents diagnosed in environmental samples and lungs of pigs affected by porcine respiratory complex


Recibido:

Aprobado

Resumen
El trabajo se realizó  en una losa sanitaria de la provincia Mayabeque, entre enero a diciembre de 2012. Se trabajaron un total de 810 cerdos  (cruces CC21 X Durocc, Yorkland x CC21 y Yorkland x Duroc) con  56 días de edad y 23,0 ± 2,0 kg de peso vivo promedio y asintomáticos. Los animales se alojaron en pisos Flact Deck chinos, criados en condiciones controladas y con sistema cerrado a razón de ocho a nueve cerdos por bóxers. Se procedió al sacrificio de todos los cerdos seleccionados por punción de la vena yugular con cuchillo posteriormente se realizó la ligadura de la tráquea y se extrajo el bloque torácico en su integralidad y se realizó la inspección patomorfológica de los pulmones. Se realizó dos muestreos (ambiental y en pulmones afectados) para el aislamiento e identificación de bacterias. El 100 % de las muestras de pulmón resultaron positivas a diversos microorganismos. .Ambas muestras resultaron positivas al aislamiento de diferentes tales como Micrococcus spp, Salmonella spp, Streptococcus spp, Staphylococcus spp que no difieren entre sí y Bacillus spp. En el caso de Salmonella spp pudiera estar relacionada a un proceso septicémico. Estos elementos constituyen una contribución al estudio de vigilancia epidemiológica y la patomorfológica de los pulmones destinados a la producción de SURFACEN a escala nacional. 
Palabras claves: Agentes bacterianos, cerdos pre cebas, aislamiento microbiológico.
Abstract

There search was carried out in a slaughter house from Mayabeque Province, between January and December, 2012. A total of 810 pigs (CC21 X Durocc, Yorkland x CC21 and Yorkland x Duroccrosses) of 56 day sold, 23.0 ± 2.0 kg of live weight and without disease symptoms, were used. Animals were kept in Chinese Flact Deck floors, raised under controlled conditions and with a controlled system, at a rate of eight to nine pigs per box. All these  lected pigs were slaughtered using the jugular vein puncture with a knife. Later, the trachea was bonded, the thoracic block was totall yextracted and patho-morphological supervision to lungs was performed. Two samplings were carried out (environmental and affected lungs) for isolating and identifying bacteria. All the lung samples were positive to different microorganisms. Both samples were positive to the isolation of different bacteria like Micrococcus spp, Salmonella spp, Streptococcus spp, Staphylococcus spp, which do not differ among themselves, and Bacillus spp. In the case of Salmonella spp, it could be related to a septicemic process. These elements contribute to the study of epidemiological and patho-morphological supervision to lungs destined to the production of SURFACEN at national scale.
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Introducción

  Las neumonías del cerdo en las instalaciones pecuarias son debidas a multitud causas infecciosas y no infecciosas, las cuales se pueden controlar con prácticas zootécnicas y de bioseguridad (Pijoan y Aguilar, 2000). Los cambios experimentados en las explotaciones porcinas en las últimas décadas, donde se mantienen grupos de animales bajo condiciones intensivas, han propiciado la exacerbación de enfermedades en sistemas semi-intensivos y con menor población de animales no se había  presentado (Torres-León et al.,2000). 
   Entre estas enfermedades se destaca el complejo respiratorio porcino, ocasionado por diversos factores, tales como el manejo, la genética, el estado inmunológico del animal, el medio ambiente y la presencia de microorganismos primarios como secundarios que establecen interacciones (Romero et al., 2004). En primer lugar, se encuentra el patógeno que destruye las defensas, y en segundo lugar, el microorganismo que causa el daño severo y notable, un ejemplo, la interacción entre M. hypopneumoniae y P. multocida tipo A. El tipo dos, también es una interacción virus bacteria, pero en este caso la bacteria involucrada es un agente que normalmente coloniza otros tejidos diferentes al sistema respiratorio, ejemplos de esta interacción son la del virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (VSRRP) con Streptococcus.suis o Salmonella cholerasuis (Iglesias  y Trujano, 2000;  Thanawongnuwech et al., 2000).

Estos factores se traducen en lesiones patomorfológicas agudas y crónicas como bronconeumonía catarral, neumonía intersticial, neumonía abscedada, atelectasia, pleuritis, enfisema y  edema (Kovisch y Frey, 2000; Cama et al., 2006; Chamizo, 2009). 

Múltiples son las afecciones respiratorias que se localizan en diferentes lóbulos (apical, mediastínico, diafragmático, cardiaco)( (Whiterman y Glock, 1995), de acuerdo a la vía de trasmisión que puede ser aerógena siendo ésta la principal y la hematógena(Del Pozo y Macs, 2010;Collazos et al., 2011).
Las lesiones que se han notificados en los pulmones no son indicativa de la calidad durante toda la vida del animal; sino que constituye un elemento importante en la calidad de la materia prima del surfactante heterólogo (SURFACEN) utilizado en el tratamiento del Síndrome Distress Respiratorio en niños y adultos (Díaz et al., 1999). Según las regulaciones, imponen demostrar la capacidad de los sistemas de crianza animal para producir animales cuya calidad sanitaria garantice la inocuidad del medicamento (Pérez et al., 2010).
Teniendo en consideración los elementos anteriormente nos trazamos como objetivo determinar los agentes microbianos involucrados por controles microbiológicos de pulmones afectados y muestras ambientales (aire).

Materiales y Métodos

Tamaño, Selección y Toma de Muestra

El trabajo se realizó  en un de la provincia Mayabeque,  que cumplía con las condiciones higiénico-sanitarias requeridas con la aplicación de los procedimientos de los sistemas de gestión de calidad requeridos por las normas ISO-9001, entre enero a diciembre de 2012. 
Se trabajaron un total de 810 cerdos  (cruces CC21 X Durocc, Yorkland x CC21 y Yorkland x Duroc) con  56 días de edad y 23,0 ± 2,0 kg de peso vivo promedio y asintomáticos. Los animales se alojaron en pisos Flact Deck chinos, criados en condiciones controladas y con sistema cerrado a razón de ocho a nueve cerdos por bóxers y se manejaron con la aplicación de las medidas y prácticas de bioseguridad recomendadas por (López et al., 2008).  

Se procedió al sacrificio de todos los cerdos seleccionados por punción de la vena yugular con cuchillo posteriormente se realizó la ligadura de la tráquea y se extrajo el bloque torácico en su integralidad y se realizó la inspección patomorfológica de los pulmones.
Control Ambiental (Aire) en Naves Pre-ceba I  y II
 Se realizó posterior a la habilitación sanitaria, en tres puntos diferentes de las naves, con la ubicación de un total de 12 placas Petri con agar Columbia (Oxoid) suplementadas con 5 % de sangre de carnero a la altura del hocico de los cerdos, durante un minuto de exposición(Casañas,2012). Se procesaron en el laboratorio de bacteriología del CENSA para el aislamiento e identificación de los microorganismos (PNO-BI-033 del laboratorio de bacteriología). 

La identificación de las bacterias se realizó según las características culturales (morfología, tamaño, elevación, coloración de las colonias), las pruebas tintoriales mediante la tinción de Gram, las pruebas bioquímicas como oxidasa (Oxoid), catalasa y los sistemas API (Biomeriux) (Hirsh, 2004). El diagnóstico fue enviado al departamento de monogástrico del Instituto de Ciencia Animal (ICA). 
Control Bacteriológico en Pulmones de Cerdos 

Control bacteriológico en pulmones afectados: Se obtuvieron 195 pulmones con diversas alteraciones respiratorias. Para el aislamiento e identificación de los microorganismos, se muestrearon un total de 31 fragmentos de pulmones de 10 cm 2 con áreas de tejido sano y lesionado, conservados en frascos estériles de cristal y se procesaron en el laboratorio de bacteriología del CENSA (Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria) por técnicas convencionales. 

Las muestras de pulmones se sembraron  en los medios de cultivo agar Columbia (Oxoid) suplementadas con 5 % de sangre de carnero, agar MacCokey procedentes del Centro de Biopreparados (BIOCEN) (BIOCEN 2004
), según el PNO-BI-033 del laboratorio de bacteriología. Todas las placas inoculadas se incubaron a 37ºC, durante 48-72 horas en presencia de CO2 (Genbox, Oxoid) y en condiciones de aerobiosis.
Resultados y Discusión
El 100 % de las muestras de pulmón resultaron positivas a diversos microorganismos. En el cuadro 1 se muestran que los microorganismos más frecuentes aislados en los pulmones fueron Micrococcus spp, Salmonella spp, y en menor proporción se encuentran, Streptococcus spp, Staphylococcus spp que no difieren entre sí y Bacillus spp. En el caso de Salmonella spp pudiera estar relacionada a un proceso septicémico. Aldaz ,(2002) considera que está enterobacteria en infección simultánea con Actinobacillus suis y Actinomyces pyogenes provoca neumonías septicémicas. 

Micrococcus spp es considerado no causante de alteraciones respiratorias,  Díaz, (2011) notifica que esta bacteria es patógena; sin embargo puede contribuir a intensificar la lesión unida a otros agentes primarios como M. hyopneumoniae; aunque este no se identificó en esta investigación pudo provocar las lesiones patomorfológicas referidas anteriormente con la participación de las bacterias identificadas consideradas agentes secundarias del CRP. Sibila y Segalés, (2002) plantean que las lesiones macroscópicas e histopatológicas evidencian la presencia Mycoplasma hyopneumoniae como principal microorganismo. 
Cuadro 1. Aislamiento de agentes bacterianos en pulmones de cerdos pre-ceba afectados.

	Agentes
	Proporción
	±EE
	Significación

	Salmonella spp
	26.9b
	0.067
	***

	Micrococcus spp
	42.3a
	
	

	Bacillus spp
	3.8d
	
	

	Staphylococcus spp
	11.5c
	
	

	Streptococcus spp
	15.4c
	
	


Letras no comunes difieren para p<0,0001
El comportamiento de Streptococcus spp, Staphylococcus spp y Bacillus spp en este trabajo está relacionado con el rol secundario en el Complejo Respiratorio Porcino. Existen numerosos estudios en condiciones de producción que han demostrado, fácilmente en co-infecciones o in​fecciones posteriores con otras bacterias (Pasteurella  multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptic, Streptococcus suis y                    S​taphyloccus spp) durante brotes clínicos respiratorios (Del Pozo y Maes, 2012). (Bulnes et al ,2007) notificaron que en procesos neumónicos en cerdos en distintas etapas de crecimiento lo producen múltiples agentes infecciosos como: Pasteurella multocida, Salmonella spp, Actinomyces pyogenes, Streptococcus spp y Mycoplasma spp. 

No se identificó aislamiento de Mycoplasma spp. en ninguna de las muestras tomadas, lo cual pudo ser resultado de la aplicación de alimentos con inclusión de mezclas de medicamentos dirigidos a eliminar o contrarrestar a este microorganismo, criterio compartido por Pérez et al.,( 2005). 
Se encontraron en el resultado del muestreo ambiental en las naves de pre-ceba, bacterias muy similares a las identificadas en pulmones como Micrococcus spp (61 %),  Bacillus spp (30,8 %) y Streptococcus spp (7,7 %). Rosas, (2004) refiere respecto a los Bacillus spp que estos pueden producir endosporas que son resistentes ante cambios ambientales. 
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Figura 1. Aislamiento de agentes bacterianos en ambiente (aire)

Los resultados bacteriológicos obtenidos en el presente trabajo coinciden con los obtenidos por Martínez, (2011) como agente secundario y difieren con los estudios realizados por Cabrera et al (2006) quienes identificaron Streptococcus spp (46 %).También Fuentes, (2002) aisló Streptococcus spp y consideró que es causante de neumonía. 

El comportamiento microbiológico en pulmones y en el ambiente, pueden indicar los hallazgos patomorfológicos encontrados en el sistema respiratorio de los cerdos pre-ceba criados en condiciones controladas, acorde a su ubicación topográfica con la presencia de una baja frecuencia de las lesiones en los lóbulos apicales; que dependen  de los factores climáticos, condiciones de los sistemas de producción, densidad poblacional y la carga microbiana (Bakstrom y Bremer, 1978; Pointon et al., 1985; Cabrera et al., 2009). 
Conclusión

Estos elementos constituyen una contribución al estudio de vigilancia epidemiológica y la patomorfológica de los pulmones destinados a la producción de SURFACEN a escala nacional. 
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