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Patomorfología pulmonar en cerdos pre ceba criados en condiciones controladas. 
Pulmonary Pathomorphology in Pre-Fattening Pigs Reared under Controlled Conditions
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Resumen
El presente trabajo se realizó con el objetivo de determinar la frecuencia de las lesiones y su ubicación topográfica en esta especie en condiciones controladas.  Se trabajó un total de 810 cerdos de pre ceba de los cruces CC21 X Durocc (F1-CCD), Yorkland x CC21(F1-YCC) y Yorkland x Duroc(F1-YD) con  56 días de edad y 23 ± 2 kg de peso vivo promedio entre los meses de enero a diciembre de 2012. De los cerdos sacrificados, 195 presentaron lesiones  en los pulmones con diferente ubicación topográfica en los lóbulos afectados (apicales, intermedio, cardiaco y diafragmáticos) acorde a las siguientes alteraciones (bronconeumonía catarral, neumonía intersticial, neumonía abscedada atelectasia, enfisema, edema y pleuritis). Se realizó un estudio histopatológico en pulmones afectados; a partir de los criterios de frecuencia de las lesiones macroscópicas; se procesaron 16 %  de las muestras  por la inclusión y corte en bloques de parafina y se colorearon con Hematoxilina y Eosina y Van Gieson. Se determinó las frecuencias de las siguientes alteraciones: exudado de neutrófilos, Infiltración celular de macrófagos, exudado catarral, exudado fibrinoso, hiperplasia epitelial, consolidación de las paredes alveolares, enfisema e hiperplasia del  Tejido Linfoide asociado a los Bronquios (BALT). Se realizó un control bacteriológico en pulmones de cerdo y ambientales. Los análisis fueron procesados por los paquetes estadísticos Comprop 1 y STATGRAPHICS Plus versión 5.1 donde se realizó una comparación de proporciones. Estos elementos constituyen una contribución al estudio de la vigilancia epidemiológica y patomorfológica de los pulmones destinados a la producción de surfactante.
Palabras claves : Patomorfología pulmonar, cerdos precebas condiciones controladas. 
Abstract
The present work was carried out with the objective of determining the frequency of lesions and their topographic location in pre-fattening pigs under controlled conditions. A total of 810 pre-fattening pigs were harvested from crosses CC21 X Durocc (F1-CCD), Yorkland x CC21 (F1-YCC) and Yorkland x Duroc (F1-YD) with 56 days of age and 23 ± 2 kg of average live weight between January and December 2012. Of the pigs slaughtered, 195 had lesions in their lungs with different topographical location in the affected lobes (apical, intermediate, cardiac and diaphragmatic), according to the following alterations (catarrhal bronchopneumonia, interstitial pneumonia, abscessed pneumonia atelectasis, emphysema, edema and pleuritis). A histopathological study was performed in affected lungs, based on the frequency criteria of macroscopic lesions. The 16% of the samples was processed by inclusion, cut in paraffin blocks and stained with Hematoxylin and Eosin and Van Gieson. The frequency of the following alterations was determined: neutrophil exudate, macrophage cell infiltration, catarrhal exudate, fibrin exudate, epithelial hyperplasia, consolidation of the alveolar walls, emphysema and hyperplasia of the lymphoid tissue associated with the bronchi (BALT). A bacteriological control was carried out in pigs and in environmental lungs. The analyses were performed by the statistical packages Comprop 1 and STATGRAPHICS Plus version 5.1 where a comparison of proportions was made. These elements constitute a contribution to the study of the epidemiological and pathomorphological surveillance of lungs destined to the production of surfactant.
Keywords: Pulmonary pathomorphology, pre fattening pigs, controlled conditions.
Introducción

La industria porcina es una actividad económica relevante a nivel internacional y su progreso depende del constante mejoramiento genético, de los sistemas de manejo y sanitarios, de la promoción del comercio de los cerdos, sus productos y del consumo por parte de la población (Ramos, 2010).
El cerdo tiene importancia como fuente de proteína y grasa para la alimentación humana y la utilización de sus órganos para diversos fines de diagnóstico. Es por ello que la producción porcina en Cuba representa una opción de interés para garantizar parte de estas proteínas de origen animal por su bajo costo y alta prolificidad, por lo cual el Ministerio de la Agricultura, brinda una atención especial al desarrollo de la actividad en esta especie en los sistemas de producción intensiva a pequeña y mediana escala (Rodríguez, 2002; Fuentes, 2002). También, Cuba ha desarrollado una tecnología de producción de pulmones sanos dedicados a la obtención de SURFACEN, surfactante heterólogo, que consiste en un extracto orgánico pulmonar  porcino con vista a combatir el síndrome de dificultad respiratoria en niños recién nacidos y en  adultos (Díaz et al., 1999).
Varios han sido los trabajos dedicados al tema de la cría de cerdos con la finalidad de obtener pulmones adecuados para la preparación del surfactante (Castro et al., 2010), pero no siempre se alcanzan altas producciones del medicamento debido a la presentación de lesiones pulmonares causadas por diferentes factores que invalidan el uso del órgano para esos                       fines (Pérez et al., 2010).

El cerdo por sus características anatomofisiológicas y por las condiciones de crianza utilizadas para su desarrollo, es susceptible a la presentación de infecciones respiratorias, por constituir los pulmones la mayor superficie orgánica que le confiere una gran eficiencia en el recambio gaseoso, pero en la misma proporción hacen que estos órganos sean muy lábiles a este tipo de noxas, debido a su carácter multifactorial y multietiológico (Cama et al., 2006). Estos caracteres provocan el complejo respiratorio porcino (CRP), que se traducen en lesiones patomorfológicas agudas y crónicas como bronconeumonía catarral, neumonía intersticial, neumonía abscedada, atelectasia, pleuritis, enfisema y  edema (Cama et al., 2006; Chamizo, 2009). 
Estas alteraciones dependen de los sistemas de manejo intensivo, del medio ambiente y de la participación de los microorganismos en el hospedero (Romero et al., 2004).  Entre estos últimos, se destaca Mycoplasma hyopneumoniae como agente primario que ocasiona neumonía enzoótica, que se caracteriza por alta morbilidad y baja mortalidad y cuando ocurre un proceso de inmunosupresión, predisponen a las infecciones causadas por: Pasteurella multocida, Haemophylus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica  y Actinomyces pyogenes principalmente (Battrell, 2000). 
En la infección independiente o simultánea por estos agentes microbianos, se destaca a la bronconeumonía catarral localizada en los lóbulos apicales, cardíaco e intermedio y en ocasiones en cerdos jóvenes en los lóbulos diafragmáticos en la parte anterior; así como pleuritis (Battrell, 2000). Salceda (2010) encontró neumonía con mayor afectación en todos los lóbulos, debido a la posición más vertical de los bronquios. Bulnes et al. (2007a) notificaron un comportamiento similar  de esta lesión en los lóbulos con mayor afectación en los apicales y cardíaco. La pleuroneumonía bilateral es otra alteración relevante causada por  A. pleuropneumoniae (Cabrera  y García, 2012). 

Los elementos abordados anteriormente relacionados con la patomorfología pulmonar en cerdos criados para estos fines indican que no existe un criterio homogéneo respecto a la ubicación topográfica de las mismas ocasionadas por el escenario microbiano diverso ambiental y pulmonar, que participa en el CRP. Por lo que, nos trazamos como objetivo determinar la frecuencia de las lesiones y su ubicación topográfica en esta especie en condiciones controladas.
Materiales y métodos

El trabajo se realizó  en un matadero 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. 

Animales en experimentación: 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 ± 25,0 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).  

Estudio morfopatologico de pulmones afectados: Se procedió al sacrificio de todos los cerdos seleccionados, por punción de la vena yugular, 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. Para la determinación de los lesiones patomorfológicas se consideró la ubicación topográfica en los 195 pulmones  y se determinó la prevalencia y frecuencia de los lóbulos afectados (apicales, intermedio, cardiaco y diafragmáticos) correspondientes y se clasificaron en (bronconeumonía catarral, neumonía intersticial, atelectasia, enfisema, edema y pleuritis). Se estudio por histopatología 16 % del total de pulmones con lesiones macroscópicas según los criterios de Pérez et al  (2010) y se procesaron en el laboratorio del CENPALAB (Centro Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio) por inclusión y corte en bloques de parafina y las secciones se colorearon con Hematoxilina y Eosina (HE) y Van Gieson según (Merino, 1980) y (Borragero et al., 1983).

Para la interpretación de los hallazgos histopatológicos revelados en los pulmones, se registraron y se determinaron las frecuencias de las siguientes alteraciones descritas por (Pijoan y Aguilar, 2000): 

	· Exudado de neutrófilos

	· Infiltración celular de macrófagos 

	· Exudado catarral

	· Exudado fibrinoso

	· Hiperplasia epitelial

	· Consolidación

	· Enfisema

	· Hiperplasia del tejido linfoide asociado a los bronquios(BALT)


Para el procesamiento estadístico se realizó una comparación de proporciones de las lesiones patomorfológicas  en los pulmones afectados. Se utilizó una tabla de contingencia (7x6) para la determinación de la relación entre los lóbulos y las distintas alteraciones. Posteriormente, se hizo una comparación de proporciones mediante la prueba de Chi cuadrado de independencia y se aplicó un análisis de dócima de Duncan; estableciéndose un nivel de confianza al 95 %. Los análisis fueron procesados por los paquetes estadísticos Comprop 1 y STATGRAPHICS Plus versión 5.1. Se realizó una comparación de proporciones de las lesiones patomorfológicas  en los pulmones afectados y se aplicó un análisis de dócima de Duncan; estableciéndose un nivel de confianza al 95%. El análisis fue procesado por el paquete estadístico COMPROP 1. 
Resultados y discusión

Estudio patomorfológico

De 810 pulmones inspeccionados, 195 mostraron alteraciones macroscópicas, lo cual representó un 24 % de frecuencia. Estos resultados no coinciden con Cama et al. (2008), quienes encontraron alteraciones respiratorias en 50% de frecuencia en pulmones, de un total de 74 examinados. Existen otras notificaciones de frecuencias descritas por Pérez et al., (2010) con mayor número de animales (270), en dos grupos experimentales donde revelaron entre 57,4 % y 98,5 % de animales  con focos neumónicos en cada grupo respectivamente.
Las lesiones macroscópicas de los pulmones estudiados se correspondieron con un proceso de bronconeumonía aguda, en el que se observó un alto índice de afección bilateral y un predominio de neumonía catarral (Tabla 3). Estos cambios son los que comúnmente se describen para las infecciones por Mycoplasma spp. Sin embargo, la asociación entre especies de micoplasmas y las lesiones de pulmones características de Neumonía Enzootica continúa siendo un problema de salud a resolver por los investigadores criterios también manifestados por (Jubb et al., 1993).
En la Tabla 1 se observa la ubicación por lóbulos de las lesiones encontradas, donde se evidencia un porcentaje mayor de lesiones en los lóbulos apicales, seguidos del lóbulo cardiaco, lo que indica que la vía de entrada de los agentes microbianos involucrados en el CRP de estos animales es la aerógena.
Tabla 1.- Frecuencia de la ubicación de lesiones por lóbulos pulmonares en 195 animales afectados.
	Lóbulos
	 (%)

	Apical derecho
	35,63 

	Apical izquierdo     
	28,85 

	Cardiaco
	14,00 

	Diafragmático derecho      
	8,24 

	Diafragmático izquierdo
	8,12 

	Intermedio derecho     
	5,10 


Las lesiones patomorfológicas encontradas en este trabajo fueron similares a las determinadas por Cabrera (2009) en los lóbulos  anteriores y diafragmáticos. Por su parte Bulnes et al. (2010) diagnosticaron bronconeumonía catarral en la porción cráneo ventral de los lóbulos apicales y cardíaco. 
Tabla 2. Frecuencia de las  lesiones patomorfológicas en pulmones de cerdos de pre ceba
	Lóbulos
	Bronconeumonía catarral

(%)
	Neumonía intersticial (%)
	Atelectasia (%)
	Enfisema (%)
	Pleuritis (%)
	Neumonía abscedada (%)
	Total

(%)

	Ad
	26,88
	5,53
	0,75
	1,885
	0,5
	0
	35,63

	Ai
	21,61
	4,27
	0,5
	1,885
	0,5
	0,25
	28,85

	C
	10,3
	1,51
	0,5
	1,635
	0
	0
	14,00

	Dd
	5,27
	0,5
	0,25
	1,135
	0,75
	0
	8,24

	Di
	5,38
	1,01
	0
	1,385
	0,5
	0
	8,12

	Id
	3,26
	0,75
	0
	0,875
	0
	0
	5,10

	Total
	72,7
	13,57
	2,01
	8,8
	2,26
	0,25
	100,0


Leyenda: Ad: Apical derecho; Ai: Apical izquierdo; C: Cardíaco: Dd: Diafragmático derecho; Di: Diafragmático izquierdo: Md; Intermedio derecho.

 Chi Cuadrado:                                    p=1,8681   

La severidad de las lesiones macroscópicas se produce en distintos puntos anatómicos del pulmón acorde a la intervención de los  microorganismos y la interacción entre estos. Esta demostrado, que en la infección por M. hyopneumoniae, las lesiones se localizan en la parte ventral de los lóbulos apicales, cardíaco y diafragmáticos en su porción craneal; mientras que en la infección por A. pleuropneumoniae se afectan los lóbulos cardíaco y parte del diafragmático, en este último principalmente en los procesos crónicos (Whiterman y Glock, 1995). Estas lesiones están descritas por Del Pozo y Maes (2012) en todos los lóbulos de manera en las partes cráneo ventral bilateral causada por Mycoplasma spp. En las condiciones de crianza de Cuba se han notificados por Cabrera y García (2009 a y b) incrementos en la frecuencias de neumonías (64 %) y bronconeumonía (73,5 %) en las fases iniciales de la infección y hasta un 80 y 100% de esta última referida por (Rueda et al., 2002; Pérez et al., 2011).
Tabla 3. Relación entre las lesiones patomorfológicas  con los lóbulos afectados en cerdos de pre ceba.
	Alteraciones
	Total de pulmones afectados

n=195
	Proporción
	±EE
	Significación

	Bronconeumonía catarral
	142
	0,73a
	0,03
	***

	Neumonía intersticial
	26
	0,13b
	
	

	Enfisema
	17
	0,09bc
	
	

	Atelectasia
	5
	0,03cd
	
	

	Pleuritis
	4
	0,02cd
	
	

	Neumonía abscedada
	1
	0,01d
	
	


Letras no comunes dentro de las columnas difieren con alta significación para p≤0,001.

Estas alteraciones pueden estar dada por la participación de los sistemas de manejo intensivo, del medio ambiente y de los microorganismos en el hospedero  entre estos se pudiera destacar M. hyopneumoniae como agente primario asociado a los agentes bacterianos. Romero et al.  (2004) y Battrell (2000) refieren también a  estos factores asociados con M. hyopneumoniae que ocasiona la neumonía enzoótica y que produce el CRP ante procesos de inmunosupresión en coinfección por P. multocida, H. parasuis, A. pleuropneumoniae,  B. bronchiseptica  y A. pyogenes. Esta demostrado, que en la infección por M. hyopneumoniae, las lesiones se localizan en la parte ventral de los lóbulos apicales, cardíaco y diafragmáticos en su porción craneal; mientras que en la infección por A. pleuropneumoniae se afectan los lóbulos cardíaco y parte del diafragmático, en este último principalmente en los procesos crónicos (Whiterman y Glock, 1995). 

Como se puede apreciar en la Figura 2 (A y B) la bronconeumonía en los lóbulos apicales, se encuentra bien  definida en su porción craneal de color rojo violáceo y de consistencia firme del área, hallazgo muy similar al encontrado por (Bulnes et al., 1999). La presencia de bronconeumonía en todos los lóbulos, con mayor incidencia en los apicales y cardíaco. Por su parte Salceda (2010) y Del Pozo y Maes (2012) encontraron áreas de consolidación alveolar con mayor afectación en todos los lóbulos del pulmón derecho, debido a la posición más vertical de los bronquios.
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	Figura.2- Pulmones con bronconeumonía. A. Todos los lóbulos afectados. B. Lóbulo apical afectado.


En la Tabla 4, se aprecia que las lesiones microscópicas más relevantes fueron, exudado catarral, hiperplasia epitelial, infiltración de macrófagos, exudado de neutrófilos y enfisema que difieren del resto de las  alteraciones (Figura 4).
Las lesiones microscópicas que se encontraron en este trabajo, pueden deberse a la presencia de M. hyopneumoniae. Ross (2006) refiere que este microorganismo produce acumulación de neutrófilos en los alvéolos. Bulnes et al. (2007b) también observaron una respuesta inflamatoria en la mucosa bronquial (presencia de neutrófilos y descamación del epitelio) y en trabajo de  Bachman (1989) relacionado con la infección del virus de la influenza porcina (Influenza tipo A), observó en el lumen de los bronquios, bronquiolos y alvéolos exudado de neutrófilos con descamación de células, atelectasia alveolar, neumonía intersticial y enfisema. Estos resultados encontrados por estos autores son muy similares a los obtenidos en esta investigación con la participación de los agentes bacterianos identificados en los animales y en el ambiente.
Tabla 4. Proporción de lesiones microscópicas encontradas en el total pulmones estudiados de cerdos pre ceba. 

	Alteraciones microscópicas
	Total de lesiones encontradas = 56 (%)
	±EE
	Significación

	Exudado catarral
	10(0,18)a
	0,04
	**

	Hiperplasia epitelial
	9(0,16)a
	
	

	Infiltración de macrófagos 
	8(0,14)ab
	
	

	exudado de neutrófilos
	6(0,11)abc
	
	

	Enfisema
	6(0,11)abc
	
	

	Fibrosis paredes alveolares
	4(0,7)bc
	
	

	Infiltración celular mixtos
	2(0,04)bc
	
	

	Exudado fibrinoso
	2(0,04)bc
	
	

	Consolidación
	2(0,04)bc
	
	

	Hiperplasia BALT
	2(0,04)bc
	
	

	Erosión del epitelio
	2(0,04)bc
	
	

	Necrosis focal 
	2(0,04)bc
	
	

	Edema
	1(0,02)c
	
	


   Letras no comunes difieren para p≤0,001
En la Figura 4 se observan elementos microscópicos de una bronconeumonía grave que se caracteriza por marcada hiperplasia bronquial y bronquiolar, áreas de enfisema alveolar, engrosamiento del septo interlobulillar, agregado linfoide peribronquial y áreas de consolidación alveolar. Giannattasio (2001) encontró exudado seroso o serofibrinoso con reacción de macrófagos alveolares, linfocitos e infiltración linfoide perivascular y peribronquial. 
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Figura 4.- Microfotografía de pulmón con bronconeumonía grave. Se observa hiperplasia bronquial y bronquiolar marcada (doble flecha), áreas de enfisema alveolar y engrosamiento del septo interlobulillar (cabeza de flecha), agregado linfoide peribronquial (flecha) y áreas de consolidación alveolar (círculo). HE 50X.
La neumonía intersticial se caracterizó por engrosamiento de los septos alveolares según se aprecia en la Figura 5. Estas alteraciones se encuentran en correspondencia a las notificadas por Bulnes et al. (1999), Salceda (2010), González et al., (2013) en el PRRS y en la neumonía enzoótica con diagnóstico histológico de neumonía intersticial.
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Figura 5.- Microfotografía de pulmón con neumonía intersticial. Engrosamiento de septos interlobulillares (flecha). HE. 50X.
Microscópicamente (Figura 6) en las paredes alveolares se aprecian células inflamatorias mononucleares. López (2009) observó en los alvéolos un precipitado de color rosado, con cantidades variables de leucocitos, eritrocitos y en el intersticio se manifestó dilatación vascular con sangre, linfangitis, infiltración de linfocitos, macrófagos y edema (Jubb et al., 1993).
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Figura. 6.- Microfotografía de pulmón afectado. Se observa paredes alveolares con presencia de células inflamatorias (cabeza de flecha macrófagos alveolares y células mononucleares). Escaso precipitado  de color rosado (colágeno) y cantidades variables de células mononucleares (circulo). Van Gieson. 100X.
Otra alteración microscópica que se observó fue la hiperplasia del Tejido Linfoide Asociado a los Bronquios (BALT en baja proporción como respuesta inmune inespecífica ante la infección por los agentes microbianos identificados en esta investigación. Este tipo de alteración Giannattasio et al. (2001) refieren que se establece por la participación del antígeno viral y la sensibilización de los linfocitos T y B, que contribuyen a la transformación blástica con un incremento en la síntesis de ADN. 
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Figura.7.- Microfotografía de pulmón. Se observa hiperplasia del epitelio bronquiolar (circulo). Tapones de exudado con neutrófilos (circulo). Infiltración de linfocitos e histiocitos (doble flecha). Van Gieson. 400X.
Conclusiones
La dificultad para comprender el papel exacto que desempeñan la multitud de bacterias que se han aislado de pulmones neumónicos se debe a varios factores. Puede deberse al resultado de la interacción de varios agentes etiológicos, que actúan en secuencias fijas, criterios que coinciden con Pijoan (1975). Esta investigación nos permitió demostrar que las lesiones macroscópicas en pulmones de mayor significación fue la bronconeumonía catarral. La frecuencia de presentación topográfica de las lesiones fue en los lóbulos apicales y no existió relación significativa entre los lóbulos pulmonares y los tipos de patologías. Se encontró en cerdos de pre ceba asintomáticos alteraciones microscópicas significativas como exudado catarral,  hiperplasia epitelial, enfisema pulmonar e infiltración de macrófagos y neutrófilos. Estos elementos constituyen una contribución al estudio de la vigilancia epidemiológica y patomorfológica de los pulmones destinados a la producción de surfactante a escala nacional.
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