SIMPQSIO

Interaccién virus-bacteria en el aparato

respiratorio

1. INTRODUCCION

JestUs Guzm AN-GARCIA *

La presentacion de este simposio ante nuestra Cor-
poracidn tiene varias razones. La primera de ellas,
la fundamental, es de origen académico y pro-
fesional, va que la facilitacion de padecimientos
respiratorios por accion de virus, ya séa que éstos
acthen como agentes patogenos propiamente di-
chos, o que sean administrados como virus vacu-
nales, es un campo cuyo estudio tiene importancia
e interés, desde el punto de vista bisico y del apli-
cado, tanto para la especie humana como para es-
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pecies animales de importancia alimenticia, cue
ademas de representar un renglon importante des-
de el punto de vista econémico, significan una
fuente de vrotefnas de alto valor bioldgico, esen-
ciales e indispensables en nuestra dieta.

Una segunda razon es presentar a nuesiros com-
paiieros académicos, algunos de los resultados de
una linea de investigacion desarvrollada  inicial-
mente en la Division de Ciencias Bioldgicas, y ac-
tualmente en la Coordinacion General de Estudios
de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlin de la Universidad Nacional Autonoma
de México. ¢Porqué de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan?

Esta Facultad inicié sus labores hace solo siete
y medio aiios, como la Escuela Nacional de Estu-
dios Profesionales Cuautitlan, la primera de cinco
escuelas multidisciplinarias con que la UNAM se
enfrenté a la solucién del aumento a la demanda
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de estudiantes a nivel superior, a la descentrali-
zacion de sus campus de Ciudad Universitaria y a
la implantacién de enfoques multidisciplinarios
en la ensefianza superior, de pregrado y .de pos-
grado, y en la investigacion,

En este corto lapso de siete y medio afios, la
Escuela Nacional de Estudios Profesionales Cuau-
titlan, ha pasado al rango académico de Facultad,
al ofrecer el nive] de doctorado, y ha consolidado
algunos grupos de investigacion, con masa critica
¥ y2 en produccidn académica, uno de los cuales
es el que nos ofrece sus presentaciones el dfa de
hoy.

La tercera razon de este simposio es hacer ver
las ventajas de la colaboracién interinstitucional
en el desarrollo de una comunidad académica, de
enseilanza e investigacién en este caso, que se ini-
cia. Desde el primer afio de labores de la hoy Fa-
cultad de Estudios Superiores Cuautitldn, se conté
con el apoyo, para el grupo que hoy nos presenta
algunos de sus resultados, de instituciones como
el Instituto Nacional de- Investigaciones Pecuarias
de Ia Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidrdu-
licos, de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia y del Instituto de Investigaciones Bio-
medicas, estos dos Gltimos de la propia UNAM.
Aunque al principio la colaboracién fue propia-
mente apoyo, actualmente es en realidad una co-
lzaboracion bilateral.

II. EFECTO DE ALGUNOS VIRUS SO-
BRE EL APARATO MUCOCILIAR

GERrRARDO [GLESIAS *

La produccion de un cuadro grave de newmonia
como consecuencia de la interaccion entre virus y
bacterias quedd claramente establecida con los tra-
bajos de Finland y col.! En ellos se sugiere que el
agente responsable del cuadro de neumonia agudo
es Staphylococcus aureus, el cual encuentra un me-
dio ideal para su replicacién en los bronquios y
pulmones de individuos afectados por €] virus de
la influenza. Es precisamente alrededor de esta
entermedad donde se han realizado numerosos tra-
bajos en este sentido, de forma tal que fue posible
superar €l error en el que se vivia cuando se afir-
maba que el agente causal de influenza era Hae-
mophilus influenzae y se establecid claramente su
papel de germen oportunista o patdgeno secun-
dario.?

En los casos de influenza las bacterias mis co-
manmente involucradas son Staphylococcus aureus,

* Facultad de Estudios Superiores Cuautitian, Univer-
sidad Nacional Auténoma de México.
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Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influen-
zae, pero no son de ninguna manera los tinicos gér-
menes capaces de comportarse en forma tal, asi
como tampoco el virus de [a influenza es el 1uni-
€O germen que actha como patdgeno primario,

Existen informes que indican que una infeccion
por Rhinovirus en infantes puede tener como se-
cuela una infeccidn bacteriana de serias consecuen-
cias.® Debido a la alta prevalencia de esta clase de
infecciones mixtas en el aparato respiratorio, tan-
to de humanos como de animales, se han realizado
numerosos trabajos, con el objeto de conocer a
fondo los principales aspectos de las interacciones
entre los gérmenes involucrados.t5

Uno de los puntos de mayor interés ha sido tra-
tar de establecer cémo logran las bacterias antes
mencionadas, que contindan siendo los patdgenos
bacterianos mds comunes, causar dafio, si experi-
mentalmente ha resultado evidente que no cuen-
tan con la caracteristica necesaria de citoadheren-
cia.® El mismo caso ocurre en cerdos con Pasteu-
rella multocida, que es el patégeno respiratorio
principal en estos animales.?

De acuerdo con el esquema de Green,® por su
tamafio estos gérmenes se localizarin en bron-
quios y bronquiolos. En estos sitios el aparato mu-
cociliar se encargard de inactivarlos o (ransportar-
los hasta Ia faringe para ser expulsados, (Cudles
sont entonces los cambios o alteraciones que el vi-
rus causa para lograr que el aparato mucociliar
resulte ineficiente?

Aparate mucociltar

Estd compuesto por los cilios y el moco. Los cilios
son eclongaciones citoplasmaticas moviles de las cé-
Iulas ciliadas,® que se encuentran en el epitelio
traqueal, e] cual es de tipo cilindrico pseudoestra-
tificado en las porciones altas del tracto respirato-
rio. A medida que se desciende, las células van sien-
do cuboidales para terminar, en los bronquiolos,
con un epitelio plano pavimentoso con muy pocas
células ciliadas, La distribucion de estas células en
la triquea es de aproximadamente 5 ciliadas por
una caliciforme o secretgra.’®

Los cilios presentan dos clases de movimientos,
uno de ellos siibito y enérgico hacia arriba y el
otro pausado y gradual hacia abajo, doblindose
sobre su propio eje hasta regresar’ a su posicion
horizontal original.m

Cada célula presenta aproximadamente 200-250
cilios que miden aproximadamente 6 p de largo
por 8 de ancho.!! Entre los cilios se encuentran
procesos citoplasmicos muy finos y mucho mis pe-
quefios llamados microvilli. El hecho de que estas
estructiras sean mas abundantes en lus células ci-
liadas inmaduras sugiere que sean cilios en desa-
rrollo,12

La cantidad de movimientos por unidad de
tiempo fue estimada por Yager y col.’® en 11.%
maov/seg en la traquea, 11.1 mov/seg en los bron-
quios y 11,4 mov/seg en los bronquiolos. Sin em-
bargo resulta de mayor importancia conocer la ve-
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locidad del finjo traqueal, lo que se discutirad pos-
teriormente.

El moco esta compuesto por la secrecién de cua-
tro diferentes clases de células: las células calici-
formes, que se encuentran en el epitelio tragueal
en la disposicidn que ya se menciond; las células
de las glandultas tubuloalveolares, que se encuen-
tran en la submucosa y en las cuales a su vez se
distinguen dos tipos: las células de produccion
mucosa y las células de produccidon serosa;’* estas
glindulas son responsables de la produccion de la
mayor parte del moco traqueobronquial (809;);1"
existe ademds una poblacion de células dispuestas
en el epitelio de las vias respiratorias profundas,
cuya secrecion es diferente a la encontrada en las
otras células ya descritas; estas células han sido de-
nominadas celulas de Clara y no existen datos si
estan o no presentes en todas las especies.’

La cantidad y distribucién de las células secre-
toras varian en las diferentes especies.’® En un es-
tudio comparativo realizado en varias especies ani-
males se concluye que existe una gran similitud
entre las glindulas encontradas en triqueas de cer-
do y de humano.!*

El moco estd compuesto por proteinas, lipidos
y sales, ademds de agua, que representa 95 por
ciento del total del peso del moco.*? Las proteinas
presentes son, en su mayoria, producidas por las
células secretoras antes mencionadas, aunque tam-
bién existen proteinas séricas, las cuales se supone
que llegan por un proceso de trasudacion. El moco
presenta dos capas: una externa compacta y con
menor proporcién de agua y otra interna de ma-
yor fluidez y elasticidad, que es donde los cilios
Ilevan al cabo los movimientos.!®

Probablemente la fase externa es mds compacta,
debido a la gran cantidad de enlaces y uniones
gue existen entre las proteinas y glicoproteinas.
En su mayoria, dichas uniones ocurren en enlaces
disulfuro, interacciones aziicar-azicar c¢ interaccio-
nes idnicas entre los grupos anidmicos de las pro-
tefnas y los compuestos catiénicos presentes en las
secreciones. 18

En cuanto a los lipidos, los mas comunes son
fosfolipidos. L.a fosfatidilcolina es el compuesto
mas abundante. El origen de estos se supone que
es al nivel alveolar,t®

la remocién mecdnica de particulas es una de
las funciones mds importantes del aparato muco-
ciliar.® Green considera que en condiciones norma-
les, 90 por ciento de las particulas que se deposi-
tan en la mucosa de las vias aéreas son desaloja-
das en una hora. La velocidad de flujo varia en
las diferentes zonas, de acuerdo con las condicio-
nes y el tamafno de los cilios. Se sabe que en hu-
manos la velocidad en bronquioclos es de 0.4-1.6
mm;/min,?* mientras que en triquea es de 1020
mm/min.2*

La eficiencia del mecanismo de transporte de
particulas estd en relacién con las propiedades vis-
coeldsticas del moco. Existen numerosos trabajos
que demuestran que estas pueden verse alteradas
debido a la accidn de agentes irritantes o infec-
ciosos. Charman y col. han informado que la vis-
cosidad del moco de pacientes con asma se encuen-
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tra aumentada en comparacion a la encontrada
en las secreciones de pacientes con bronquitis cré-
tica o bronquitis quistica.?? Asimismo se ha de-
mostrado que la velocidad de flujo (limpieza de
particulas en la trdquea) es menor en individuos
tumadores que en no fumadores.*3

Otra de las actividades importantes del moco
truqueobronquial es la inactivacién o neutraliza-
cidn de agentes infecciosos.

En cuanto a la accion sobre las bacterias, se ha
descrito la existencia de proteinas cou actividad
hactericida ampliamente comprobada como lisozi-
ma, B-lisina y ferritina,* ademds de IgA. Se des-
conoce si estas proteinas son de produccidon local
v s1 estan presentes en todas las especies, En cerdos
se' ha descrito la existencia de una proteina con
potente actividad contra P. multocida, lu cual si
es producida por la triquea y tienc un comporta-
miento distinto al de lisozima y ferriaa.2

Respecto a virus, en el moco traqueohronquial
s¢ ha demostrado la presencia de interferon, ade-
was de que algunas de las glicoproteinas de pro-
duccion local presentan uma estructura guimica se-
mejante a la de las glicoproteinas presentes en la
membrana de los glébulos 1ojos, de tal manera
gue son capaces de adherirse a los virus hemoaglu-
tinantes, como lo son ortomixovirus y paramixo-
virus, ™

Los mismos autores comunican la presencia de
varios componentes del complemento ¢n el moco
traqueal, lo cual podria representar un sistema de
defensa inespecifico, ademas de los ya menciona-
dos.

Efectas wvirales en el aparate wmucociliar

Degreé y Solberg* demostraron que el virus Pare-
enfluenza ! era el responsable del aumento en la
gravedad de las lesiones pulmonares causadas por
Haemophilus influenzae en ratones experimental-
mente inoculados con ambos gérmenes. En los ra-
tones del grupo control, que sufrié solamente la
infeccion bacteriana, las lesiones fueron menores.
Los dafios encontrados en el grupo de animales
sdlo inoculados con virus fueron invasién de poli-
morfonucleares en epitelioc y ldmina propia; se
encontraron leucocitos, eritrocitos y restos celula-
res en la luz traqueal en algunos de ellos; ademds
se observo destruccién de la membrana basal, La
acumulacion de leucocitos polimorfonucleares y la
destruccion de la membrana basal aumentan con
el tiempo, luego de la infeccion viral, Se observo
una correlacién positiva entre lesiones de tipo in-
flamatorio en la tridquea y la importanciz de le-
siones neumonicas en el pulmon.

En posteriores exgerimentos, Degreé? demostro
que el virus Parainfluenza ! también atecta el mo-
vimiento ciliar y con esto la eficiencia del meca-
nismo de remocién de particulas. En este caso el
etecto se observé en explantes traqueales manteni-
dos en cultivo. Los explantes infectados perdieron
su movimiento ciliar al tercer dia postinfeccidn,
mientras que €l grupo control, de explantes no in-
fectados, mostrd actividad ciliar durante diez dias.
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En el mismo trabajo se describe la baja de efi-
ciencia que presenta el aparato mucociliar cuando
¢l movimiento ciliar cesa. En este caso los autores
inhibieron la actividad ciliar in wvivo, aplicando
cloruro de lidocaina intratraquealmente y midien-
do la velocidad de eliminacion de bacterias. Los
resultados demuestran que la inhibicién del mo-
vimiento ciliar hace mds lento este proceso.

El efecto del virus de la influenza sobre el apa-
rato mucociliar fue estudiado en profundidad por
Iravani y col.?® en un experimento que consistic
en infectar ratas con virus de influenza tipo B por
via intratraqueal. El grupo control recibid¢ un in-
dculo con volumen similar, pero consistente en so-
lucion salina estéril, Los resultados mas significa-
tivos fueron hipersecrecién de moco. incoordina-
cion ciliar, formacion de protrusiones en células
epiteliales y la existencia de zonas hipoactivas o
totalmente inactivas. Estos cambios fueron obset-
vados a partir de 48 horas postinfeccion.

En las primeras tres semanas las lesiones se en-
contraban a todo lo largo del tracto respiratorio.
A partir de la cuarta semana sdlo las zonas peri-
Lhronquiales se encontraban atectadas, Los autores
mencionan que este tipo de alteraciones ocurren
en casos naturales de bronquitis o bien en anima-
les expuestos experimentalmente a humo de ta-
baco.

En otros trabajos®’ se informa que el aumento
ohservado en los niveles de albimina sérica pre-
sente en las secreciones del tracto respiratorio es
indicativo de un cuadro de edema que ocurre en
los estadios tempranos de la enfermedad.

Respecto a lo que estos cambios pueden signi-
ficar para que otro agente actue, se ha demostrado
que Pseudomonas aeruginosa, que en condiciones
notmales no es capaz de adherirse al epitelio, lo
consigue cuando existen zonas de descamacién ce-
lular causadas por el virus de la influenza.® El
mismo fendmeno se obhservd en zonas lesionadas
por intubacién endotraqueal. Estos autores desig-
naron este fendmeno como “adherencia oportu-
nista’,

Efecto de diversas clases de virus del cdlera
porcing sobre el aparato mucocitiar

Una de las interacciones mas estudiadas en nues
tro medio es la que se presenta entre el virus de!
colera porcino y Pasteurella multocida. El cdlera
porcino es una enfermedad muy difundida en
nuestro pafs, que causa graves pérdidas a la Porci-
cultura, La vacunacion es una prictica indispen-
sabie en todas las explotaciones porcinas, excepto
en el norte del pais donde se ha logrado erradicar
la enfermedad. Por esta razén han proliferado los
productos inmunizantes, entre los que se cuentan
vacunas elaboradas con virus inactivade, vacunus
elaboradas con virus vive modificado y vacunas
preparadas con virus vivo atenuado.?* La inmuni-
dad irregular que confieren las vacunas prepara-
das con virus inactivadp ha causado que casi de-
saparezcan del mercado, multiplicindose las de vi-
rus vivo, Estd comprobado que la vacunacion con-
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tra colera porcino utilizando virus vivo da lugar
4 una serie de trastornos que predispone a los ani-
males a sulrir alguna inteccion causada por un
germen oportunista.

Pasteurella multocide. Es el agente mds comun-
mente aislado a partir de lesiones neuménicas en
pulmones de cerdo,” ademis de ser un agente opot-
tunista clsico.?” Pijoan y Ochoa® demostraron
que los cerdos vacunados con vacuna de virus vivo
lapinizado de alto pasaje eran mds susceptibles a
sufrir neumonia causada por P. multocida, com-
parados con los cerdos no vucunados,

Tomando en cuenta que en nuestro pais no es
posible evitar la vacunacién ue P. multocida es
un germen ampliamente distribuido, ya que su
habitat normal es el tracto respiratorio de los ani-
mules domésticos, se han investigado las alteracio-
nes que sufren los mecanismos de defensa del apa-
rato respiratorio de los cerdos, Se han realizado
diversos trabajos en este sentido, con lu finalidad
de conocer los dafios causados por el virus en los
variados mecanismos de defensa del aparato respi-
ratorio.3!

Las alieraciones que causa el virus del cdlera de
diversos tipos en el aparato mucociliar han sido
estudiadas en un modelo experimental que utili-
za explantes tragueales de embrién de cerdo man-
tenidos en cultivo en medio de Eagle F. 16 adicio-
nado de suero fetal de iermera a una concentra-
cion final del 10 por ciento, que ha sido descrito
como el mejor medio para esta clase de tejido.32
Las triqueas se cortan en anillos de aproximada-
mente 3-5 mm de espesor, en los gue es posible
observar el movimiento ciliar utilizando un mi-
Croscopio estereoscopico,

El numero total de triqueas vivas —anillos con
movimiento ciliar convincente— se dividié entre
ocho, formando asi los lotes que fueron infectados
de acuerdo al disefio experimental presentado en
¢l cuadro 1. La infeccion viral consistio en agre-
gar 0.h ml por triquea de una solucion de virus
vivo cuya concentracion era de una dosis vacunal
por ml. 8e usé como diluyente el mismo medio sin
suero y fue en este mismo medio que se mantuvie-
ron las triaqueas que no tendrian contacto con el

‘virus. Todoes los lotes se incubaron a 37°C 60 min:

transcurrido este lapso se retiré el indculo y el
medio simple de todas las traqueas y se agregd me-
dio completo a un volumen final de un mililitro
por anillo. Se incubaron a 37°C en posicién hori-
rontal,

La infeccién bacteriana consistié en agregar una
suspension de Pasteurella mulliocida en caldo nu-
tritivo, a la dosis de 0.05 ml por triquea. Con el
objeto de conocer el nimero de organismos infec-
tantes se realizé una cuenta viable a cada uno de
los inoculos, utilizando el método de Miles y Mis-
ra.?® Los resultados se evaluaron por cuentas via-
bles a las dos y a las 24 horas postinfeccion, si-
guiendo el mérodo anteriormente citado, Antes de
realizar cida una de las cuentas se revisé la viabi-
lidad de cada una de las triqueas.

Los resultados mostraron (cuadros 2 y 3) que el
virus patégeno afecté seriamente la produccidn de
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Cuadro 1. Disefio experimental de infeccién mixta con virus de colera parcino y P. multocida,

Lote C hr, 12 hr. 14 hr. 24 hr. 26 hr. 36 nr. 48 hr.
1 Virus potdgenc P. multocida €. viable" — - C. viable -
2 Virus vacunal
C. Ch' P. multocida  C. viable — — C. viable -
3 Virus vacunal
C. T P. muftocida  C. viable — — C. viable -
4 — P. muftocida C. viable . — — C. viable —
5  Virus patégeno — — P. multocida  C. vighle - C. viable
6  Virus vacunal C. Ch, — - P. muliocida  C. viable _ C. viable
7 Virus vacunal C. T. — — P. multocida  C. viable - C. viable
8 - — - P. multacide  C. viable - C. viable
9  Control sin traqueas P, multocida €. viable — — C. viable —

2, Cuenta viable realizada por el método de Miies ¥ Misra. ° ¥Yirus vivo cultivado en cultivo de tejidos.

b Virus vivo lapinizado de alto pasaje “Cepa China”. % Lote control sin trdqueas, sélo medio F.16,

Nota: El movimiento ciliar se observé al inicio del experimento, 30 min. antes de la inoculacién bacteriana y 12
Y 24 hr. postinoculacién.:

Cuodro 2. Actividad bactericida de explontes fraquea-
les inoculados con bacterias 12 horas después de la
infeccién viral,

Cuadro 3. Actividad bactericida de explantes traquea-
les inocu'ados con bacterias 24 horas después de fa
infeccién viral.

Yirus de
Horas de Virus Virus cultivo de
cultivo patégeno lapinizado tejidos
14 013 025 .024
35 047 . 260 190
Nomerc de bacterias en el lote control

Nomero de bacterias en el lote infectado

Virus de

Horas de Virus Virus cultivo de
culfivo patégeno lapinizade tejidos
26 002 -240 .518
48 .081 .280 .578

Nimero de bacterias en el lote control

Nimero de bacterias en el lote infectada

INTERACCION VIRUS-BACTERIA

227



substancia bactericida, ya que el namero de bac-
terias por mililitro aumenté notablemente.

El virus vivo lapinizado de alto pasaje presentt
un efecto similar pero no tan marcado y el virus
obtenido en cultivo de tejidos tuve un efecto mu-
cho menor sobre la actividad bactericida. En to-
dos los casos el efecto viral fue mds notable cuan-
do el lapso entre infecciones fue de 12 horas.

Sobre el movimiento ciliar, la relacién de dafios-
agente fue la misma que en las trdqueas infecta-
das con virus patdgeno. Doce horas después de Ia
infeccién aparecian tréqueas inmoviles y a las 48
horas la mayorfa no presentaba movimiento ciliar.
En los explantes infectados con virus lapinizado,
hasta 24 horas después de la infeccidn viral, fue
posible detectar traqueas inmdviles, A las 48 horas
solo 50 por ciento de los explantes continuaban
vivos. El virds de cultive de tejidos no causa alte-
raciéon significativa en el movimiento ciliar,

Como puede observarse, se detecta mayor acti-
vidad bactericida 24 horas después de la ‘inocula-
cion_bacteriana, que 2 horas postinoculacién, Esto
puede deberse a un efecto de envejecimiento na-
tural en las trdqueas del lote control, de ta] ma-
nera que la diferencia en actividad bactericida se
ve disminuida; o bien, otra posible razén seria el
hecho de que al aumentar el tiempo en cultivo
aumenta la concentracion de sustancia bactericida
en el medio de cultivo,

Los resultados sugieren que el aparato mucoci-
liar es seriamente atacado por el virus del colera
porcino, lo cual probablemente constituye un efec-
to que usualmente pasa desapercibido y que pue-
de tener graves y serias complicaciones, sobre todo
s1 se toma en cuenta que algunos virus vacunales
presentan el mismo efecto, aun cuando sea de me-
nor gravedad.
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I11. EFECTOS DE ALGUNOS VIRUS 8O-
BRE LOS MECANISMOS NO INMUNES
DE DEFENSA ALVEOLAR

CarLOs PiJoAN-AGUADE *
Marfa Luisa Arias * y
ELise0 HERNANDEZ-BAUMGARTEN *

Los alveolos pulmonares cuentan con tres barreras
de defensa no inmune contra las infecciones aéreas:”
a) la barrera fisica del epitelio alveolar, constitui-
do principalmente por neumocitos tipo I y II;?
b} Ia sustancia surfactante, cuya funcién principal
es respiratoria, ya que abate la tensién superficial
y permite el llenado de los alveolos por el aire ins-
pirado; c) los macréfagos alveolares, grandes célu-
las mononucleares que emigran a los alveolos y fa-
gocitan sustancias extrafias depositadas en los al-
veolos, incluyendo bacterias potencialmente paté-
genas23 La sustancia surfactante, ademds de su
actividad fisioldgica interactia con los macrofa-
gos alveolares, sirviendo como agente quimiotic-
tico que facilita la fagocitosis. Los macriéfagos al-
veolares desarrollan tres funciones criticas que son
fagocitosis, citoxicidad y produccién de mediado-
res solubles. 4.5 _

Los macréfagos alveolares son pues, los princi-
pales responsables de la defensa alveolar no inmu-
ne y su actividad fagocitaria va seguida de muerte
de los microorganismos, aun cuando la actividad
bactericida se ejerce por mecanismos distintos de
los empleados por los neutrdfilos. En efecto, los
macréfagos alveolares no muestran yodinizacidn
aumentada, ni reducciones de tetrazolio después
de ingestién.de particulas, lo que sugiere que el
peréxido de hidrégeno no estd en suficiente con-
centracion en los fagosomas. Estos hallazgos sugie-
ren que la actividad bactericida dependiente de
oxidacién y mediada por peroxidasa, no son de
importancia primaria en éstas células.t.7

En las diversas especies animales y en el hombre
existen numerosos agentes infecciosos, tanto bacte-
rianos como virales, que afectan al aparato respi-
ratorio, tanto por via hemdtica como respiratoria.®
Es sin embargo, experiencia comin que un agente
infeccioso atslado de un caso de neumonia cause
una infeccién respiratoria moderada o incluso,
subclnica. Esto suele ocurrir ann cuando se em-
pleen animales experimentales homologos, nacidos
por seccidn cesdrea y privados de mamar calostro.?
Ausi, si se inocula un becerro con virus parainfluen-
¥ 3 o con Pasteurella multocida, la neumonia con-
secuente a la inoculacién experimental es muy
leve,

* Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. Univer-
sidod Nacional Auténoma de Méxice.
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Lo que resulta cada vez mds evidente es que Jos
agentes virales, aun cuando causen alteraciones le-
ves, permiten la colonizacién del drbol respirato-
rio por bacterias.®t* De este modo, lo que se ob-
serva €5 que las neumonifas son en realidad cau-
sadas por una interaccién de virus y bacterias que
actuando en conjunto en el pulmdn, desencade-
nan el proceso neumonico.!!

En nuestro laboratorio se ha elegido un modelo
experimental de interaccidn virus-bacteria, que se
basa en el virus vacunal del colera porcino y la
Pasteurella multocida. El cdlera porcino es una
enfermedad viral del cerdo causada por virus de
la familia Togaviridae, género pestivivus,t2 que
causa una infeccién generalizada en los cerdos, ca-
racterizada por hemorragias petequiales generali-
zadas y alta mortalidad. Es una observacién cli-
nica comun -que los lechones poco despuéds de la
primovacunacién desarrollen neumonias de grave-
dad variable.r®

En un primer trabajo experimental'® se estudio
la posibilidad de que la primovacunacién de le-
chones contra el aﬁera fuera la causa de las neu-
monias por P. multocida observadas y la evidencia
indicé que este era el caso. Aun sin la posibili-
dad de-hacer inferencias de este modelo experi-
mental a otras interacciones virus-bacteria, el pro-
blema es lo suficientemente importante como para
merecer un estudio mas detallado.

Material y métodos

Cerdos. Los cerdos empleados en el experimento
eran recién destetados y sin vacunar contra el c6-
lera porcino u otra enfermedad y procedian de
una granja en la que no se habfa presentado co-
lera clinico anteriormente al experimento. Se va-
cunaron diez cerdos, dejdndose a otros diez como
testigos, sacrificindose un vacunado y un testigo
diaramente, hasta el dfa 11 (no se sacrificaron
cerdos el dia 8 y el 5),

Macrifugos alveolares. Los macréfagos alveolares
se obtuvieron de acuerdo a técnicas descritas ante-
riormente.'* Brevemente, se sacrificaron los cerdos
por sangrado en blanco, previa anestesia profun-
da. Se removieron ambos pulmones todavia uni-
dos u la traquea y se procedié al lavado con solu-
cton salina tamponada a pH 7.2, Los macréfagos
as{ obtenidos, se centrifugaron a 1000 g durante
cinco minutos, se resuspendieron en medio Eagle
MEM vy se procedi6 a las cuentas totales y cuentas
viables.

Prueba de fagocitosis, Los macréfagos obtenidos
se mezclaron con un cultivo tresco (24 hr) de P.
multecida y se ajusté la concentracion bacteriana
a diez bacterias por macréfago, La mescla se agitd
brevemente en un mezclador Vortex y se incubo
4 38°C en tubos herméticos y con agitacién oca-
sional cada 5 o 10 minutos. A los 30 y a los 60
minutos se tomo una alfcuota para cuenta de bac-
terias en sobrenadante y otra para microscopia
electrénica, que se fijé por la adicion de un volu-
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men igual de glutaraldehido tamponado al 4 por
ciento y frio.

Cuentas bacterianas. El grado de fagocitosis se de-
terminé por la cuenta de bacterias que permane-
cieron todavia en el sobrenadante, utilizando la
técnica de Miles y Misra.'*

Mirroscopia electrénica. Las muestras fijadas en
glutaraldehido se centrifugaron a 3000 g durante
100 minutos y la pastilla formada fue cuidadosa-
mente desalojada del fonde del tubo, fragmentada
y transferida a glutaraldehido fresco al 2 por cien-
to en donde se continud la fijacion durante me-
dia hora. Posteriormente los bloques se lavaron
con liquido de Sorensen, fueron postfijados en te-
traoxide de osmio, deshidratados en alcoholes gra-
duados y embebidos en Epon. Los cortes ultrafi-
nos se contrastaron con acetato de uranilo y ci-
trato de plomo y se examinaron, ya sea en un
microscopio Jeol 100 5" o en un Philtips 300"

En las micrografias electronicas se estuclié el ta-
mafio y la forma de los macrofagos en cada mues-
tra, cantidad de vacuolas fagocitarias, nimero de
bacterias adheridas y namero de pseuddpodos ob-
servados en fa superficie celular,

Resultados

Los resultados de la fagocitosis se anotan en el
cuadro 4. Es evidente de estos datos que hay un
efecto inhibitorio de corta duracion, que desapa-
rece a los dos dias postvacunacién.

Del dia 4 al 10, no hay grandes diferencias en-
tre testigos y vacunados, encontrindose una ligera
tendencia a la exaltacion fagocitaria por parte de
los macrofagos de animales vacunados con respec-
to a los animales no vacunados. Este efecto de
exaltacion es mis marcado el décimo dia postva-
cunal y ripidamente se instaura una inhibicién
en €l undécimo dia. Es desafortunado que el ex-
perimento se terminara al undécimo dia, ya que
no es posible determinar la duracion del efecto
inhibitorio. :

Desde el punto de vista de microscopia electrd-
nica las observaciones son similares en cuanto a
que en los dfas tres al diez no se observan diferen-
cias entre testigos y vacunados. En los primeros
dias postvacunales i,as células aparecen normales
pero no exhiben actividad fagocitaria, si bien ta-
mano y numero de pseuddpodos parecen similares
en ambos grupos. En €l undécimo dia postvacunal,
por otra parte, la actividad fagocitaria ha dismi-
nuido y la poblacién ha cambiado en favor de
células mononucleares que se consideran macréfa-
gos inmaduros (fig. 1). En ningun caso se observé
multiplicacién viral en los macréfagos alveolares, lo
gue resulta un tanto sorprendente, dado que los
macrofagos en cultivo son capaces de mostrar mul-
tiplicacién viral y efecto citopitico.

1 Del Instituto de Investigaciones Biomédicas (Dra. Kac-
the Wilms) . .

b el Institute Mexicano del Segure Social (Dr. Pablo
Herndndez Jauregui) .
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Cvadro 4. Diferencios en octividad fagocitaria entre
macréfagos alveolares de cerdos vacunados y cerdos
no vacunados contra célera porcino.

Dia Tiempo de Actividad
incubacion fagocitaria
(Min.) )
1 30 -1
1 &0 —-100
2 30 - 2.2
2 60 + 7.8
4 30 - 4
4 60 + 7
& 30 — 4
6 40 - .5
7 30 + 1.6
7 60 + 7
8 30 + 2.2
8 50 1+ 1.3
9 30 4 .4
9 60 + 1.3
10 . 30 4 5.2
10 80 + 6.0
1" 30 — 5.8
11 60 — 31.8

" Diferencia entre fagocitosis de vacunados, compa-
rando con no vacunados. El simbolo antes del factor
de fagocitesis indica que cuando es signo —, se trato de
inhibicién de la fagocitosis en vacunados: el signo -,
significa que hubo exaltacién de la fagocitosis en los
vacunados.

-

Fig. 1a. Macréfago alveclor de cerdo no vacunado, in-
cubado con poasteurela durante 60 minutos. Se
observan tres bacterias odheridas a la super-
ficie celuler (flechas negras) y por lo menos
una recién fagocitada {flacha vacia). 5000 X,

Fig. 1b. Macréfago alveolar de cerde no vacunado, in-
cubodo con pasteurela durante 80 minutos. Se
observan dos bacterias en la superficie celular
(flechas negras) y una bacterio aumentada de
tamafio dentro de una vacuola (flecha vacia).
5000 X.

Fig. 1c. Maeréfago de cerde vacunado seis dias antes,
incubado con P. muftocida durante 60 minutos.
No se observan bacterias en la superficie, aun
cvando hay numerosos vacuolas fagocitarias.
5000 X,

Fig. 1d. Macréfago de cerdo vacunado seis dios antes
e incubado con P. mulfocida durante 60 mi-
nutes. 5000 X,
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Comentarios

Las observaciones clinicas y experimentales de Pi-
joan y Ochoal® y Pijoan v col.l' en el sentido de
ue el virus del colera porcino actia facilitando
gl desarrollo del proceso neuménico, hallaron con-
firmacién en el trabajo que aqui se presenta. Sin
embargo, Pijoan y Ochoa,1® comunican que el ma-
ximo grado de neumonia era causado cuando el
intervalo entre virus y bacteria era de tres a cinco
dias, en tanto que las presentes observaciones in-
dican que no hay diferencias significativas entre
vacunados y testigos. Esto pudiera deberse 2 varias
causas. En primer término, el modelo experimen-
tal estudia la accién de la vacunacidn sobre Ia
actividad fagocitaria de los macréfa¥os alveolares,
en tanto que el efecto sobre el escalador traqueo-
bronquial no se estudié aqui. Por otra parte, sdlo
se midié fagocitosis, sin valorar la accién bacteri-
cida, la cual también pudiera estar alterada. En
una serie de experimentos se disgregé a los macrd-
fagos con saponina, observindose que los alveola-
res de animales vacunados contenfan, en tanto
que los de animales testigos no contenfan, células
viables.!s Los estudios de actividades enzimaticas
de macréfagos de cerdo, indican que a diferencia
de otras especies animales, el mecanismo oxidativo
s{ existe y probablemente constituye un impor-
tante mecanismo bactericida en esta especie.l®

La microscopia electrénica, por otra parte, su-
giere que la segunda fase de inhibicién, observada
a los once dias postvacunales, no representa una
disminucién de la actividad bacteriolitica, sino un
cambio de la poblacién celular, que bien ria
ser causada por muerte de gran cantidad de ma-
crofagos y sustitucién de éstos por células inma-
duras, '

El mecanismo de accién del virus vacunal del
colera porcino sobre los mecanismos no inmunes
de defensa pulmonar, aparece en estos momentos
bastante complejo y consideramos que apenas se
empieza a tener una idea superficial de los mis-
mos.
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IV, INTERACCION ENTRE VIRUS VA-
CUNALES Y BACTERIAS EN EL APA-
RATO RESPIRATORIO.

CArLOs P1joaN-AcGuUADE

La interaccién entre virus y bacterias en el arbol
respiratorio es un fenémeno ampliamenté recono-
cido por los clinicos especialistas. En efecto, re-
sulta comun la observacién de cuadros de bron-
quitis 0 neumonja bacterianas como secuela de
primoinfecciones virales. ]

Estos hallazgos clinicos han sido extremadamen-
te dificiles de comprender en cuanto a su mecanis-
mo de accién. Esto es debido, en el humano a
la dificultad de replicar experimentalmente la en-
fermedad. En los animales, el problema ha consis-
tido en identificar con precision los agentes etio-
logicos involucrados. .

En efecto, el principal virus desencadenante de
secuelas neumonicas en el humano, el virus de la
influenza, no afecta en forma natural a la mayo-
ria de los animales. La excepcion la constituye el
cerdo, que si se afecta, pero s6lo en algunas re-
giones especificas. Ademds, el virus de la influen;
fa porcina no muta con tanta facilidad como se
registra en el humano, por lo que hay una consi-
derable inmunidad de hato, lo que da como con-
secuencia que sdlo se afecten animales jovenes.!
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Cuadre 5. Principales virus que afecton el érbol res-

piratorio de los animales

Cuadro 6. Principales bacterias y organismos “inter -
medics” que afectan el &rbol respiratorio de los -
animales.

Especie animal

Yirus

Bovino

Rinotraqueitis infecciosa (IBR)
Parainfluenza 3 (PI3)
Diarrea viral (BYD)

Fiebre aftosa

Ovino
Parainfluenza 3 (PI13)
Viruela ovina
Peste de los pequeiics rumiantes
Respiratorio sincicial
Neumonia progresiva

Cardos
Enfermedad de Aujeski
Célera porcino
Peste porcina africana
Adenovirus
Influenza
Enterovirus

Caballos
Influenza
Arteritis viral
Rinoneumonitis

Aves
Enfermedad de Newcastle
Peste aviar
Bronquitis infecciosas

Familia

Herpesviridoe |
Paramixoviridae
Togaviridae
Picornaviridae

Paramixoviridae
Poxiviridoe
Togaviridae
Paramixoviridae
Lentiviridae

Herpesviridae
Togaviridae
Iridoviridoe
Adencviridae
Orthomixoviridae
Picornaviridae

Oéthomixoviridae
Togaviridae
Herpasyiridae

Paromixoviridae
Orthomixoviridae
Coronaviridae

Laringotraqueitis Herpesviridoe

Ademds de este virus se han identificado los vi-
rus, presentados en el cuadro 5 como posibles agen-
tes patdgenos del drbol respiratorio de los anima-
les. Como puede observarse, son numerosos los vi-
rus de diferentes familias que se han encontrado
€n estos €asos.

Estos virus, aunados a condiciones medioambien-
tales desfavorables, permiten la colonizacién del
pulmén por “agentes intermedios” (micoplasmas,
clamidias o rickettsias) o bacterias, dependiendo
de la virulencia del virus. En efecto, los virus muy
virulentos, tal como los de la influenza o parain-
fluenza 1 pueden causar suficientes lesiones e in-
munodepresién para permitir la colonizacién di-
recta del pulmén por bacterias. Por otro lado, los
virus de baja virulencia, tal como parainfluenza
3 o adenovirus de cerdos, sélo permiten el acceso
a agentes “intermedios”, los que a su vez causan
uni inmunodepresion que permite la colonizacién

INTERACCION VIRUS-BACTERIA

Especie animal

Organismo intesmedio Bacteria

Bovino

Pasteuvrella multocida
Pastevrelia haemolytica

Mycoplasma dispar
Ureoplasma ureclyticum.
Chiomydia psiftaci

Pasteurella mulfecida
Pasteurella haemolytica
Branhamella ovis
Corynebacterium ovis

Ovino
Mycoplasma ovipneumoniae
Chlamydia psitiaci

Cerdos.
Mycoplasma hyopneumonige
Mycoplasma hyorhinis

Pasteurella multocida
Haemophilus suis

Aves
Mycoplasma gallisepticum
Mycoplasma synoviae
Mycoplasma anatis

Escherichia coli

bacteriana. Las principales bacterias involucradas
se encuentran en el cuadro 6,

Efecto del medio ambienie

i bien es evidente que el medio ambiente ejerce
una influencia definitiva sobre la presencia de en-
fermedades respiratorias, las razones por lo que
esto sucede aun estdn siendo sujeto de debate, Es
una observacién clinica comiin el hecho de que la
incidencia y gravedad de los problemas respirato-
rios son mayores en climas hiamedos y frios, que
afectan al pulmdn de dos maneras: una directz y
una indirecta.

Efecto directo, Se ha observado que el movimien-
to ciliar traguecbronquial depende de la tempe.
ratura ambiental? En efecto, los explantes tra-
queales en cultivo cesan su funcién ciliar cuando
la temperatura desciende a 30°C, En el animal
vivo, dos mecanismos protegen al epitelio de este
enfriamiento:

a) La circulacién del aire al través de los corne-
tes da como resultado su calentamiento,

b) La capa de moco que recubre al epitelio tra-
queobronquial probablemente ejerce una im-
portante accién aislante para evitar los cam-
bios térmicos.

Debido a esto, las enfermedades que afectan a

los cornetes nasales (por ejemplo la rinitis atré-
fica del cerdo) favorecen una mavor incidencia de
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neumontias, ya que por un lado el aire frfo llega
hasta los conductos tragueobronquiales, y por el
otro, se altera la primera barrera para la remocién
de particulas inhaladas, :

Efecto indirecto. La temperatura y la humedad
afectan indirectamente al aparato respiratorio, al
ejercer un efecto notable sobre el nimero, tamafio
y viabilidad de los microorganismos suspendidos
en ¢l aire.

Se sabe que la profundidad a la que un micro-
organismo puede penetrar en el pulmén depende
del diametro de la microgota en la que estd sus-

ndido. Asi las microgotas de 50t micras o -mas de
didmetro se impactan en la nariz; las de 10-40 mi-
cras en la traquea y primeras bifurcaciones bron-

uiales; las de 8-10 micras en los bronquios secun-
darios y bronquiolos; y las de 0.5-3 micras en el
alveolo, siendo estas las de mayor peligro®

Ahora bien, el tamaiio de la microgota depende

de la humedad y temperatura ambientales. A ba-

jas temperaturas y alta humedad Ias microgotas
que se forman son de gran tamafio y contienen
varios microorganismos juntos. Dichas gotas tien-
den a sedimentarse rapidamente por accién de la
gravedad. Aun en caso de ser inspiradas, se depo-
sitan en las porciones anteriores del drbol respi-
ratorio, donde son poco peligrosas, Si la hume-
dad es intermedia se forman microgotas de tama-
fio pequeiio y gran viabilidad (por la baja zempe-
ratura). Dichas microgotas pueden penetrar a las
porciones profundas del pulmén, ademis de que
se mantienen en suspension por largo tiempo.®®
En condiciones de baja humedad las microgotas
son pequefias .y duran poco tiempo suspendidas
porque no pueden establecer combinaciones con
otras microgotas. Ademas, la viabilidad es baja por-
que los microorganismos tienden a desecarse, lo
que resulta en su inactivacion.

Primoinfeccion viral

Fl medic ambiente permite entonces la llegada de
un gran numero de particulas virales al arbol res-

jratorio, estableciéndose la primoinfeccién viral.

El daiic de esta primoinfeccion depende funda-
mentalmente de la virulencia del agente y en me-
nor grado de la inmunocompetencia del animal.
Algunos virus {(Influenza, Rhinovirus, IBR y otros)
son suficientemente virulentos para establecer un
cuadro respiratorio franco, clinicamente detecta-
bie. Aun asi, si se establece una secuela bacteriana,
€] cuadro s¢ vuelve mucho mas grave.

Por otro lado, cada vez es mas frecuente (pro-
bablemente debido a métodos mejorados en su de-
teccion) la infeccion por virus cuya infeccion es
inaparente o por lo menos no se manifiesta clini-
camente, Estas infecciones han adquirido gran im-
portancia. Esto es debido a que, al ser subclinica,
la infeccién permanece sin detectarse ni tratarse,
lo que resulta frecuentemente en la aparicién de
una secuela bacteriana grave. De mayor importan-
cia ha sido la observacién reciente de que algunos
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virus vacunales pueden tener ¢l mismo efecto, Esto
se ha demastrado en el caso de las aves, donde la
vacunacién con virus modificado de la enferme-
dad de Newcastle permite la posterior coloniza-
ci6én del 4rbol respiratorio por E. coli.%-8 Dicho fe-
nomeno también se ha descrito en cerdos después
de la vacunacién conira cdlera porcino.

_Las primeras observaciones sobre la interaccion
virus-bacteria fueron clinicas.® Posteriormente, Le-
wis y Shope'? y Shope''-1% deycribieron una inter-
accion, hoy clisica, entre el virus de la influenza
porcina y Haemophilus suis. Ademds de demos-
trar que la infeccién viral se agrava considerable-
mente con la secuela bacteriana, Shope demostrd
que el virus llega al animal por medio de un ne-
mitodo pulmonar (Metastrongylus sp.) que a su
vez es acarreado por las lombrices de tierra,

Se han descrito interacciones similares en la ma-
yoria de los animales y en ¢l hombre. Sin embar-
go, €l mecanismo por el cual el virus permite la
inteccién bacteriana es ain poco comprendido, Se
supone que la infeccidn por el virus debe afectar
alguno de los principales mecanismos de defensa
pulmonar,

Mecanismos de remocion, Radicados en el aparato
mucociliar, consisten en el atrapamiento, la inac-
tivacién y la remocion de particulas inspiradas por
el moco traqueobronquial en conjunto con la ac-
tividad ciliar.

Degré y Solberg'® demostraron que el principal
mecanismo de accién del virus parainfiuenza 1
consistfa en la destruccion del epitelio traqueo-
bronquial de ratones. Esto permitia la infeccién
posterior por Haemophilus suis,

En una extensa investigacién Pijoan y Ochoal?
demostraron la presencia de una substancia bac-
tericida traqueobronquial en cerdos, con gran po-
der en contra de Pasteurells mullocida. De aqui
se presumié que esta substancia representaba la
principal barrera de defensa contra este agente.
Postertormente Iglesias'® e Iglesias y Pijoan’ de-
mostraron que el virus vacunal del colera porcino
era capaz de afectar considerablemente la procuc-
cidm de esta substancia.

Mecanismos de inactivacion. Los efectos de virus

de baja virulencia o virus vacunales sobre la acti-

vidad de los macréofagos alveolares también han
sido establecidos. En efecto, Jakab y Green?! de-
mostraron en ratones que el virus de parainfluen-
za afectaba estas actividades fagocitarias, permitien-
do asf la colonizacién del pulmén por Staphyloco-
CCUS AUTCHS,

Pijoan y Campos?® describieron una disminucién
en la capacidad fagocitaria y bactericida de los ma-
crofagos alveolares del cerdo, al ser vacunado con-
tra cdlera con virus vivo meodificado. Posterior-
mente, Appendini y col?? confirmaron estos ha-
llazgos, demostrando ademds que el efecto era mas
notable durante los primeros 2 a 3 dias postvacu-
§1ales. Un efecto similar, aunque mis dificil de
interpretar, es producido por Aspergillus fumiga-
tus, 2
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En conclusién, no cabe duda que los virus res-
piratorios de baja virulencia y los virus vacunales
pueden comprometer gravemente al pulmén, por-
que permiten el establecimiento de una secuela
bacteriana. Estos virus pueden ejercer su efecto so-
bre cualquiera de los ‘dos mecanismos de defensa
del pulmén: el aparato mucociliar y los macréfa-
gos alveolares, Sin embargo, la mayoria de los es-
tudios que se han realizado con cuidado han im-

licado prioritariamente al aparato mucociliar
{)con la posible excepcién del virus parainfluenza
3, que afecta prioritariamente a los macréiagos).
Estos hallazgos sugieren que el aparato mucociliar
tiene una enorme importancia en la defensa del
pulmén.
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