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COEXISTENCIADE VIRUS Y BACTERIAS EN NEUMONIAS AGUDAS
ENALPACAS NEONATAS

VIRAL AND BACTERIAL COEXISTENCE IN ACUTE PNEUMONIA IN NEONATAL ALPACAS

Erick Cirilo C.}, Alberto Manchego S.!, Hermelinda Rivera H.%,
Raul Rosadio A.%%3

REsSuMEN

A pesar que las neumonias agudas son una de las principales causas de muerte
neonatal en alpacas, poco se conoce sobre agentes etiologicos responsables de estos
procesos. Muestras de neumonias fatales de 24 neonatos de 5 a 39 dias de edad fueron
analizadas mediante estudios patologicos, virologicos (inmunofluorescencia directa) y
bacteriolégicos para identificar virus [parainfluenza 3 (PI-3), respiratorio sincitial bovino
(BRSV)] y bacterias [Pasteurella multocida (PM), Mannheimia haemolytica (MH)],
buscando posible asociacion virus-bacteria en procesos neumanicos.
Histopatoldgicamente, las lesiones se agruparon en tres tipos: 1) Severa y difusa
bronconeumonia fibrino-necrotizante supurativa (n=3); 2) Leve a moderada y difusa
bronconeumonia supurativa (n=10); y 3) Moderada a severa y difusa congestion y ede-
ma pulmonar (n=11). En 22/24 de los casos se identificaron agentes virales y se aislaron
bacterias. En 8/22 casos se identificaron/aislaron agentes tnicos (5 virus y 3 bacterias),
en 10 de 22 casos fueron positivos para infecciones duales [BRSV y bacteria (n=7), P13y
bacteria (n=2) y ambas bacterias (n=1)] y en los cuatro restantes se identificaron tres
patégenos simultaneamente [BRSV, PI3 y bacteria (n=3); y P13 mas las dos bacterias
(n=1)]. La prueba de inmunofluorescencia detectd 19/22 positivos a antigenos virales. En
13/19 de estos casos se identifico al BRSV y en 9/19 al virus P1-3 (ambos virus estuvieron
presentes en tres casos). En 16/22 casos se lograron aislar bacterias, 11 de los cuales
fueron positivos a P. multocida y 7 positivos a M. haemolytica (en dos casos se aislaron
ambas bacterias). La presencia de patégenos multiples fue observada en 14/22 de los
casos con clara predominancia de la asociacion virus/bacteria (n=13). La coexistencia de
BRSV-PM fue la mas frecuente (n=6), seguida de BRVS-MH (n=4) y PI3-PM 0 MH (n=4).
Los resultados sugieren posible interaccion patogénica virus bacteria, similares a otros
rumiantes, en el desarrollo de neumonias agudas en alpacas.

Palabras clave: alpaca neonata, neumonia aguda, P1-3, BRSV, P. multocida, M. haemolytica
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ABSTRACT

The etiopathogenesis of acute pneumonia, the second most important cause of
mortality among Peruvian neonatal alpacas, is still poorly understood. The objective of
this study was to characterize gross and histopathology lesions, as well as to identify
viruses [parainfluenza type 3 (PI-3) and bovine respiratory syncytial (BRS)] by direct
immunofluorescence test, and isolate bacteria [Pasteurella multocida (PM) and
Mannheimia haemolytica (MH)] from 24 fatal acute pneumonia cases of 7-39 days-old
neonates. At necropsy the gross lesions corresponded to moderate purulent focal
bronchopneumonia or severe necrotic purulent fibrinous (n=13), and moderate to severe
pulmonary congestion and edema (n=11). Histopathological analysis revealed: acute,
severe, and diffuse necrotizing, fibrinous, suppurative bronchopneumonia (n=3), acute
mild to moderate and focally diffuse suppurative bronchopneumonia (n=10), and acute,
moderate to severe diffuse congestion and pulmonary edema (n=11). Among these 24
cases, 22 yielded virus identification and/or bacterial isolation. Eight cases were positive
to one pathogen (5 for viruses and 3 for bacteria), 10/22 were positive for two pathogens
[BRSV plus bacteria (n=7), PI-3 plus bacteria (n=2), and one for both bacteria)], and 4/22
positive for 3 pathogens [BRSV, PI-3 plus bacteria (n=3), and PI-3 plus both bacteria
(n=1)]. Among the affected lung tissue, virus was identified 19 times (13 positive for
BRSV, 9 for PI-3, and 3/19 for both viruses) whereas bacteria was isolated 14 times [P.
multocida (n=8), M. haemolytica (n=6), and both bacteria (n=2)]. The presence of multiple
pathogens was observed in 14/22 positive cases with an observation of virus-bacteria
association in 13/14 of the cases. The coexistence of BRSV-PM was the most frequently
observed (6/13), followed by the simultaneous presence of BRSV-MH (4/13) and P1-3 PM
or MH (4/13). The results appear to indicate that acute pneumonia in alpaca neonates
may well result from virus and bacterial interactions in a similar way to pneumonic lesions

of other ruminants.

Keywords: neonatal alpaca, acute pneumonia, PI-3 virus, BRSV, P. multocida, M.

haemolytica

INTRODUCCION

En el Per, la crianza de camélidos sud-
americanos constituye una importante fuen-
te de ingresos econémicos para las empre-
sas asociativas, pequefios productores y co-
munidades campesinas de la regién andina
(Ameghino y DeMartini, 1991). La producti-
vidad de esta ganaderia, sin embargo, no es
la adecuada pues, endémicamente, se obser-
va una elevada mortalidad de crias y baja
natalidad. Las enfermedades infecciosas,
principalmente los procesos entéricos y
neumonicos, constituyen las dos principales
causas de mortalidad neonatal durante las
primeras semanas de vida (Ramirez, 1991,
Melo, 1997; Victorio et al., 2003).
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A pesar que las neumonias agudas son
la segunda causa de muerte en animales
neonatos, el conocimiento sobre los agentes
desencadenantes de estos procesos son muy
exiguos. Escasamente, en el Perd, existen
descripciones macro y microscopicas de le-
siones neumanicas prevalentes y aislamien-
tos frecuentes de Pasteurella spp (Ameghino
y Calle, 1989; Arratia, 1991; Mamani, 1992).
Posteriores estudios seroldgicos realizados en
animales procedentes de comunidades cam-
pesinas evidencian presencia de anticuerpos
para agentes virales neumopatégenos bovi-
nos, principalmente el virus de la parainfluenza
tipo 3 (P1-3) y virus respiratorio sincitial bo-
vino (BRSV) (Rivera et al., 1987; Manche-
go et al., 1998; Victorio et al., 2003).
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Con el objetivo de elucidar la posible
asociacion virus bacteria en la presentacion
de neumonias agudas, se procedio a identifi-
car y aislar agentes patdgenos en 24 tejidos
neumanicos de animales neonatos proceden-
tes de estaciones experimentales, empresas
asociativas y criadores individuales de la sie-
rra del sur del PerG. Las muestras patoldgi-
cas fueron analizadas macro y micros-
cépicamente y usadas en la identificacion de
agentes virales mediante la prueba de la
inmunofluorescencia (IF) directa para los vi-
rus PI3 y BRSV, asi como para aislamiento
microbiol6gico en medios de cultivo bajo
ambiente aerobico en busca de bacterias
potencialmente patogénicas, como
Pasteurella multocida y Mannheimia
haemolytica.

Lugar de Estudio

El estudio de campo se realiz6 durante
las campafias de paricién (enero-marzo de
2004y 2005) en el Centro de Investigacion y
Produccion (CIP) La Raya UNA-Punoy en
el Centro Experimental (CE) La Raya
UNSAAC-Cusco. Ambos establecimientos
se encuentran en el limite vial de los depar-
tamentos de Puno y Cusco, dentro de un area
geografica con altitudes desde 4128 hasta
4362 msnm. Ademas, se tomaron muestras
en los sectores Antacalla y Huripifia, de la
Empresa de Propiedad Social (EPS) Rural
Alianza, distrito de Nufioa, provincia de
Melgar, departamento de Puno.

Animales

Se estudio 24 crias muertas con diag-
nostico presuntivo de neumonia o padecien-
do de alguna alteracion patoldgica en el sis-
tema respiratorio. De estas muestras, 13 fue-
ron del CIP La Raya UNA-Puno, ocho del
CE La Raya UNSAAC-Cuzco y tres de la
EPS Rural Alianza-Puno. Estos animales te-
nian una edad promedio 20 £ 9 dias (5-39
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dias) y un peso promedio al nacimiento de 7
+ 1 kg. La mayoria de estos animales (n=21)
fueron hallados muertos después de la ins-
peccién diaria en las puntas de paricion. Con
excepcion de dos crias, el resto (n=22) no
habia recibido antibioterapia alguna. Las
carcasas fueron conducidas a las salas de
necropsia de los respectivos centros de crian-
za, aunque a veces, la necropsia se realizé en
la misma punta de paricién. Generalmente,
las necropsias se hicieron de inmediato, pero
siempre dentro de las 12 horas de la muerte.

Estudio Patolégico Macroscopico

El examen postmorten se concentro
principalmente en el sistema pulmonar y
ganglios linfaticos regionales utilizando la téc-
nica convencional de necropsia (Zanabria et
al., 2000). La extension y localizacion de las
lesiones fueron plasmadas en un diagrama
pulmonar y la ficha de necropsia.

Las alteraciones macroscdpicas fueron
clasificadas de acuerdo a la severidad de las
lesiones observadas a la necropsia. A pesar
de que los pulmones de la alpaca carecen de
cisuras interlobulares (L6pez, 1993), lo que
impide la descripcion o division anatomica
lobular tradicional de otras especies domesti-
cas, para la descripcién de las lesiones se uti-
liz6 los términos: 16bulo apical (craneal), 16-
bulo intermedio (cardiaco), l6bulo caudal
(diafragmatico) y l6bulo accesorio (en el pul-
mon derecho). Estas descripciones utilizan
conocimientos de la ramificacion del arbol
bronquial (Lépez, 1995) y ventilacion de las
principales ramas bronquiales descritas por
Viera et al. (1968).

Toma de Muestras

Las muestras de tejidos para el anélisis
histopatoldgico, de aproximadamente 1 cm?,
fueron obtenidas después de abrir la cavidad
toracicay fueron conservadas en frascos con
formol amortiguado al 15%. Similarmente,
muestras de tejido pulmonar y ganglios re-
gionales, tomados asépticamente, fueron de-
positadas en crioviales y mantenidos en tan-

319



E. Ciriloetal.

que de nitrégeno liquido para posterior identi-
ficacion viral.

Se tomaron muestras de secrecion
bronquial y exudado del parénquima pulmonar
afectado mediante el uso de hisopos estéri-
les. Las muestras se depositaron en tubos de
ensayo estériles conteniendo medio de trans-
porte Stuart, y se remitieron en refrigeracion,
dentro de las 48 horas postrecoleccion, al
Laboratorio de Bacteriologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria, Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos, Lima.

Estudio Histopatoldgico

Las muestras de pulmon fueron proce-
sadas mediante la técnica histologica conven-
cional utilizando la inclusién en parafina y
coloracion con hematoxilina-eosina (HE) para
describir las lesiones microscopicas. La du-
racion del proceso inflamatorio fue conside-
rado como hiperaguda, aguda, subaguda y
cronica.

En laevaluacion del grado de severidad
de las lesiones y la duracion del proceso in-
flamatorio se utilizo la clasificacion de Slauson
y Cooper (2002), considerando grados de
severidad leve (muy poca o ninguna destruc-
cion tisular, ligera evidencia de implicancia
vascular [hiperemia y edema] y escasa exu-
dacion); moderado (dafio tisular y reaccion a
la injuria, expresada por la acumulacion de
leucocitos y eventos vasculares); y severo
(dafio tisular considerable con abundante
exudacion).

Deteccion de Antigenos Virales

En la deteccion de antigenos virales (P13
y RSB) en las muestras se utiliz6 la prueba
de inmunofluorescencia directa con
anticuerpos policlonales especificos y conju-
gados con isotiocianato de fluoresceina
(VMRD Inc., EEUU) siguiendo las instruc-
ciones del laboratorio fabricante y metodo-
logia del laboratorio utilizada para lesiones
similares en muestras bovinas (Zanabria et
al., 2000).

320

Aislamiento e Identificacion Bacterio-
légica

Las muestras biolégicas remitidas en
medio de transporte Stuart fueron sembra-
das en Agar Sangre y McConkey e incuba-
das en aerobiosis por 20 horas a 37 °C. Para
la identificacion de Pasteurella multocida y
Mannheimia haemolytica se consideraron
las caracteristicas culturales propias a la co-
loracion de Gram, crecimiento en agar
McConkey y reacciones bioguimicas (Cowan,
1974).

La mayoria de los animales en estudio
se encontraron muertos o moribundos en el
campo sin poderse obtener antecedentes cli-
nicos por parte de los pastores encargados
del cuidado de los rebafios de paricion; sin
embargo, en una cria, pocas horas antes de
morir, se logro observar debilidad, postracion,
anorexia, disnea y estertores himedos a la
auscultacion pero sin secreciones nasales,
oculares ni tos. Este animal, a la necropsia,
tenia una extensa neumonia fibrino-
necrotizante.

Hallazgos Macroscépicos

Las lesiones mas severas (n=13) fue-
ron agrupadas como neumonias extensivas
fibrinonecrotizantes (n=3) y bronconeumonias
bilaterales necroéticas purulentas (n=10). En
todos estos casos, las lesiones fueron bilate-
rales afectando principalmente regiones cra-
neo-ventrales y en tres casos la pleura esta-
ba adherida a las paredes costales. Los 11
casos restantes mostraron cuadros de con-
gestion y edema pulmonar.

Neumonias extensivas fibrinonecro-
tizantes

Los tres pulmones afectados estuvieron
aumentados de tamafio mostrando consoli-
daciones rojizas en el parénquima craneo/

Rev Inv Vet Pert 2012; 23 (3): 317-335
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ventral pulmonar, afectando I6bulos apicales,
intermedio, accesorio y la regién anterior de
los I6bulos caudales (Fig. 1a). Las lesiones
se extendieron en un caso hasta los l6bulos
caudales. Se observé abundante depdsito de
material filamentoso cremoso sobre la super-
ficie pleural del parénquima consolidado (pleu-
ritis fibrinosa) (Fig. 1a). En 2/3 casos estaba
comprometido el pericardio (pericardititis) y
hubo adherencias a la pleura que dificultaron
la remocion pulmonar, mostrando abundante
exudado fibrino-sanguinolento en la cavidad
toracica (Fig. 2).

El parénquima consolidado, al corte,
mostro firmezay de color rojizo oscuro, flu-
yendo abundante liquido sanguinolento y exu-
dado purulento de los conductos respiratorios.
Se observ6 formaciones blanco-grisaceas
multifocales levemente elevadas, demarca-
das irregularmente, de 0.1-1.0 cm de diame-
tro, penetrando el tejido consolidado y de con-
sistencia friable (necrosis focales) al corte.
El resto del parénquima, no consolidado, se
presentd igualmente enrojecido con engrosa-
miento focalizado de las cisuras interlobulares
(Fig. 1b). Los ganglios bronguiales estuvie-
ron fuertemente enrojecidos y aumentados de
tamario, fluyendo al corte un liquido blanque-
cino (edema).

Neumonias bilaterales purulentas

Se encontrd hepatizaciones rojizas bila-
terales, localizadas principalmente en I6bulos
apicales e intermedios, comprometiendo, en
algunos casos, los l6bulos caudales (Fig. 3).
Al corte, el parénquima afectado mostraba
una consistencia firme, aspecto uniforme y
de coloracién rojiza intensa, emanando mo-
deradas cantidades de exudado muco-puru-
lento que involucraban a los conductos respi-
ratorios. El parénguima adyacente a las zo-
nas consolidadas, en grados variables, esta-
ba enrojecido y lleno de liquido sero-sangui-
nolento. La mucosa traqueal y bronquial mo-
deradamente enrojecida (congestién). En 2/
10 casos, los I6bulos caudales presentaron
burbujas elevadas sobre la superficie pleural
(bulas enfisematosas) matizados con grados
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de enrojecimiento y mostrando, al corte, ema-
naciones de liquido sero-sanguinolento. Los
ganglios bronquiales estaban moderadamen-
te aumentados de tamafio, enrojecidos y fluia
liquido transparente al corte.

Congestion y edema pulmonar

Los 11 casos de este grupo mostraron
aumento prominente del tamafio de ambos
pulmones, con apariencia muy humeda, bri-
llante y crepitante al tacto. Al corte, las areas
afectadas presentaron un enrojecimiento di-
fuso y exudaciones de copiosa cantidad de
liquido sero-sanguinolento, y abundante liqui-
do espumoso rosado (edema) en los limenes
traqueales y bronquiales. En un caso, al sec-
cionar el parénguima, se observd pequefios
focos rojizos (posibles consolidaciones) loca-
lizados en la region craneo-ventral, mientras
que en otros casos se encontrd bulas
enfisematosas, principalmente en la superfi-
cie dorsal de los I6bulos caudales. Los ganglios
bronquiales se hallaron levemente aumenta-
dos de tamafio y ligeramente enrojecidos.

Hallazgos Microscopicos

Las alteraciones histopatoldgicas corres-
pondieron a las lesiones macroscépicas y se
agruparon en tres tipos: a) severa y difusa
bronconeumonia fibrinonecrotizante aguda
supurativa (3/24), b) leve a moderada
bronconeumonia aguda supurativa (10/24), y
¢) moderada a severa, difusa congestién y
edema pulmonar (11/24).

Severa y difusa bronconeumonia fibrino-
necrotizante aguda supurativa

Las lesiones comprometian el parén-
quima y la pleura. En las zonas mas afecta-
das se observd una severay extensa pérdida
de la arquitectura pulmonar con presencia de
numerosas masas irregulares de tejido necro-
sado con una coloracion rosada en la zona
central y violacea en la periferia (Fig. 4). En
otras areas, se observd focos de necrosis
coagulativa, distorsion tisular y abundante
detritus celulares compactados de coloracion
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Figura 1. Pulmones de alpacas crias muertas con problemas respiratorios. A. Pulmon la-
teral derecho positivo a P1-3 mostrando consolidacion en [6bulo apical y fibrina
en l6bulo intermedio (flecha). B. Vista medial del mismo pulmén mostrando con-
solidacidn apical y formaciones blanquecinas multifocales en I6bulo apical e in-
termedio (flechas blancas) y engrosamiento de los septos interlobulares en el

I6bulo diafragmaético (flecha negras)

Figura2. Cavidad toracica de animal positivo a M. haemolytica mostrando depositos de fibrina,
severas adherencias pleurales (flechas) y acumulacién de liquido fibrino-sanguinolen-

to (cabeza de flecha)

basdfila, asi como nidos bacterianos, princi-
palmente cocobacilares, y abundante células
inflamatorias polimérficas en procesos de
necrosis (Fig. 5a). Los espacios alveolares
del parénquima adyacentes a focos
necrosados contenian abundante exudado
conformado por células neutrofilicas, fibrina
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y macrofagos (Fig. 5b), mientras que en al-
gunas zonas se visualiz extravasacion de
glébulos rojos hacia los espacios alveolares.
Los bronquios y bronquiolos en las zonas com-
prometidas contenian exudado compuesto
principalmente por leucocitos polimorfonu-
cleares y detritus celulares, obliterando la luz

Rev Inv Vet Pert1 2012; 23 (3): 317-335
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en algunos casos (Fig. 6a). Las células
epiteliales bronquiolares evidenciaban dege-
neracion y aun pérdida ciliar, llegando en al-
gunos casos a desnudamiento y exfoliaciones
celulares focalizadas. En otras areas, la
pletorizacion de vasos sanguineos mayores
era evidente y asociada a una severa con-
gestion capilar en los septos interalveolares
(Fig. 6a), que en algunos casos comprome-
tian a arteriolas y vénulas con formacién de
trombos (Fig. 5b).

La pleura, en todos los casos, superfi-
cialmente mostraba abundante depdsito de
fibrina acompafado de engrosamiento del
tejido conectivo subpleural e infiltrados por
polimorfonucleares, asociado con pletoriza-
cion vasculary linfatica, asi como moderada
extravasacion de glébulos rojos (Fig. 6b). Al-
gunas veces, la necrosis comprometia la re-
gién subpleural con abundante material
fibrinoso y supurativo, acompafiado de detri-
tus, necrosis y desprendimiento del mesotelio
pleural (Fig. 6b). En estas areas, los septos
interlobulillares estuvieron engrosados por una
moderada infiltracién neutrofilica,
pletorizacion de vasos linfaticos y abundante
fluido proteinaceo eosinofilico (edema).

Los ganglios linfaticos bronquiales pre-
sentaron una severa y difusa hemorragia
cortical y severa deplecion linfoide con pre-
sencia de edema y necrosis en la zona
medular. Uno de estos tres casos fue positi-
vo a M. haemolytica y PI-3, el segundo a
M. haemolytica y P. multocida, y el tercero
positivo al virus PI-3 sin aislamiento bacterial
(Fig. 1). Eneste ultimo caso, sin embargo, la
cria habia recibido tratamiento antibi6tico y
se encontro nidos bacterianos cocobacilares
que impiden descartar la participacion
bacteriana.

Leve a moderada y difusa bronconeu-
monia aguda supurativa

Las lesiones en este segundo grupo va-
riaron, de acuerdo a laimplicancia de los even-
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tos vasculares, magnitud del dafio tisular y
participacion inflamatoria, desde leve a mo-
derada. En los casos leves, se visualizd ligera
infiltracion inflamatoria neutrofilica en espa-
cios alveolares, escasa cantidad de fluido
eosinofilico en los alveolos (edema) y mode-
rada pletorizacién de los capilares alveolares,
arteriolas y vénulas (congestion). En algunos
casos, se visualizd degeneracion del epitelio
alveolar y desprendimiento epitelial en
bronquiolos y bronguios, con escaso compo-
nente inflamatorio neutrofilico en laluz y en
la submucosa bronquial (Fig. 7a).

En los casos moderados, la pletorizacion
de los capilares alveolares y la salida de flui-
do eosinofilico (edema) en los espacios
alveolares fueron mas evidentes. Todos es-
tos cambios fueron, usualmente, acompafia-
dos de moderada infiltracion neutrofilica y,
en algunos casos, de detritus y células
mononucleares (macréfagos y linfocitos) (Fig.
7b). El epitelio alveolar y bronquiolar mostra-
ron necrosis marcada, llegando a
exfoliaciones celulares y focalizado
desnudamiento epitelial, mientras que en otras,
moderada hiperplasia del epitelio bronquiolar
(Fig. 8). En los espacios alveolares y
bronquiolares se observé moderada infiltra-
cion neutrofilica acompafiado de exudado
fibrinoso, detritus celular y, eventualmente,
macrofagos con presencia, a veces, de
pigmentos de hemosiderina. La pleuray los
septos interlobulillares mostraron, en dos ca-
s0s, ligero engrosamiento del tejido conjuntivo
con presencia de liquido eosinofilico (edema)
y leve pletorizacion de los vasos sanguineos
subpleurales. En la mayoria de los casos, los
ganglios linfaticos bronguiales presentaron
moderada congestion difusa.

Congestion y edema pulmonar aguda mo-
derada a severa y difusa

En este grupo predominaron los even-
tos vasculares asociados a moderada a se-
vera pletorizaciéon de vénulas, arteriolas y
capilares alveolares, mezclados con abundan-
te edema en los espacios alveolares, com-
prometiendo los espacios bronquiolares y te-
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jido conectivo subpleural. En algunos casos,
la extravasacién de eritrocitos penetraba la
luz y paredes alveolares asociado a una se-
vera congestion capilar, engrosando los septos
alveolares (Fig. 9). EI componente inflama-
torio fue minimo, con escasas células
polimorfonucleares neutréfilicas en el inters-
ticio y alveolos. En los espacios alveolares se
observaron abundantes depdsitos de
hemosiderinay, en algunos casos, ruptura de
las paredes alveolares por el excesivo ensan-
chamiento de alvéolos enfisematosos (Fig.
10). El epitelio bronquiolar y bronquial, mos-
traba en forma focalizada, hiperplasias y exfo-
liacion con incremento de secrecion mucoide
en el lamen bronquiolar.

Antigenos Virales y Aislamiento Bacte-
riolégicos

Deteccion viral

La mayoria de los casos (22/24) fueron
positivos a agentes patdgenos. En ocho ca-
sos se identificaron patogenos individuales
(virus o bacteria), en 14 casos se detectaron
infecciones multiples (duales y triples) con
asociacion virus y bacteria. Los dos casos
negativos, correspondieron a animales con
cambios macroscopicos y alteraciones mi-
croscopicas de tipos congestivos y
edematosos difusos.

La prueba de inmunofluorescencia di-
recta identifico6 19/22 casos positivos a
antigenos virales, donde 13 correspondieron
al virus BRS y 9 al virus PI-3. En 3/19 casos
se observo la presencia de ambos virus. En 8
de los 13 casos positivos a BRSV (Fig. 11a),
las lesiones correspondieron a bronconeu-
monia supurativa difusa aguda, y en los cinco
restantes, a congestion y edema pulmonar
difusa. Cuatro de los 9 casos positivos a PI-3
(Fig. 11b) tenian cuadros de congestion y
edema pulmonar, tres presentaban
bronconeumonia supurativa difusa aguda y
dos tenian bronconeumonia fibrino-
necrotizante supurativa difusa aguda.
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Aislamiento bacterioldgico

En 16/22 casos se aislaron bacterias.
Once fueron positivos a Pasteurella
multocida y siete fueron positivos a
Mannheimia haemolytica (en 2 casos se
aislaron ambas bacterias). Ademas, en dos
casos se aislo Echerichia coli (ambos mos-
trando lesiones de moderada y difusa
bronconeumonia supurativa) y en uno se ais-
16 levaduras. Dos de los cuatro aislamientos
negativos fueron de animales que recibieron
antibioterapia.

De los 11 casos positivos a aislamiento
de P. multocida, seis crias presentaron con-
gestion y edema pulmonar, cuatro presenta-
ron bronconeumonia supurativa difusa aguda
y un caso fue de bronconeumonia necrotizante
fibrino-supurativa difusa aguda.

De los siete casos positivos a M.
haemolytica, tres mostraron bronconeumonia
supurativa difusa aguda, dos fueron diagnos-
ticados como bronconeumonia fibrino-
nectrotizante supurativa difusa aguda y los
dos restantes con cuadros de congestién y
edema pulmonar.

Asociacion entre agentes patdgenos y cam-
bios histopatol6gicos

En 14/22 casos se detectaron infeccio-
nes maltiples (virus y bacterias) con una ma-
yor proporcion (n=10) de infecciones duales
y en cuatro casos se tuvo la presencia de
tres agentes patogenos. En las infecciones
duales, la asociacion BRSV-P. multocida fue
la més frecuente (n= 4), sequida de BRSV-
M. haemolytica (n=3), PI-3-P. multocida
(n=2), y BRSV-PI-3 (n=1). En los casos de
infecciones triples, la asociacion entre BRSV
/ P1-3 y P. multocida fue observada dos ve-
ces, mientras que la coexistencia de BRSV /
P. multocida / M. haemolytica y PI-3 / P.
multocida / M. haemolytica fueron obser-
vaciones unicas (Cuadro 1). En los ocho ca-
S0S positivos restantes se observo la partici-
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Neumonias agudas en alpacas neonatas

Figura 3. Pulmon derecho de cria de alpaca, positivo a BRSV y PI-3, mostrando ligeras conso-
lidaciones multifocales en I6bulo apical y en vértice del I6bulo cardiaco (izquierda de la
linea entrecortada)

Figura4. Parénquima pulmonar de cria de alpaca con severa pérdida de arquitectura pulmonar,
con focos irregulares de necrosis coagulativas (estrellas) delimitada por areas baséfilas
con infiltracién leucocitaria (flechas), congestion, vasos pletorizados en tejido adya-
cente y compromiso bronquial (cabeza de flecha) (HE 5X)
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Figura5.

Cortes histolégicos de pulmones de crias de alpaca con severa y difusa bronconeumonia
fibrinonecrotizante aguda supurativa. A. Detalle de foco necrético coagulativo mos-
trando siluetas de células parenquimales e inflamatorias en vias de necrosis (region
superior izquierda), acumulacion de detritus y nidos bacterianos (flechas) (HE 400X).
B. Parénquima pulmonar con abundante exudado fibrinoso (flechas cortas), infiltra-
cién neutrofilica (flechas largas) en los espacios alveolares, pletorizacién de vasos
sanguineosy congestion capilar (HE 100X)

Figura 6.
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Cortes histoldgicos de pulmones de crias de alpaca con severay difusa bronconeumonia
fibrinonecrotizante aguda supurativa. A. Detalle de una severa congestion de los ca-
pilares interalveolares, y presencia de fibrina mezclada con neutréfilos (cabezas de
flecha), macrofagos (flechas) y detritus celulares en los espacios alveolares (HE 400X).
B. Pulmdn afectado con fibrina en superficie pleural (cabeza de flecha), moderada
infiltracién leucocitaria, congestién, dilatacion de vasos linfaticos (flechas) y septo
interlobulillar engrosados (estrella) por edema e infiltracion leucocitaria (HE 100X)
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Figura 7. Cortes histolégicos de pulmones de crias de alpaca con leve a moderada y difusa
bronconeumonia aguda supurativa. A. Tejido pulmonar, positivo a RSV, negativo a
bacterias (previo tratamiento antibiético), con desprendimiento epitelial bronquial y
leve infiltracion de neutrofilos en el lumen (cabezas de flechas) y submucosa (fle-
chas). (HE 400X). B. Parénquima pulmonar, positivo a BRSV y P. multocida, eviden-
ciando masiva infiltracion de PMN neutréfilicos en espacios alveolares y bronquiales,
severa congestion y necrosis coagulativa focal (flechas) (HE 100X)

Figura 8. Cortes histoldgicos de pulmones de crias de alpaca con leve a moderada y difusa
bronconeumonia aguda supurativa. A. Parénquima pulmonar, positivo a BRSV, negati-
Vo a bacterias (previo tratamiento con antibiético), mostrando infiltracion principal-
mente PMN neutrofilica en espacios alveolares, hiperplasia epitelial bronquiolar y abun-
dante material eosinofilico mezclado con neutrdfilos y detritus celulares en el lumen.
(HE 400X). B. Parénquima pulmonar, positivo a BRSV y P. multocida, con severa
congestion capilar y edema en espacios alveolares y abundante material proteinaceo y
escasos neutrdfilos en lumen bronquiolar e hiperplasia epitelio bronquiolar (HE 400X).
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Figura9. Cortes histologicos de pulmones de crias de alpaca con congestion y edema pulmonar

aguda moderada a severa y difusa. A. Parénquima pulmonar, positivo a BRSV, PI-3
y P. multocida, con severa congestién pasiva difusa, engrosamiento de septos
interalveolares por infiltracion celular, hemorragia focalizada (HE 100X). B. Tejido
pulmonar, positivo a BRSV, PI-3 y P. multocida, con hiperplasia y desprendimiento
del epitelio bronquial acompafiado de secrecion proteinaceo (flechas). Obsérvese en
el parénquima adyacente el engrosamiento de septos interalveolares por insipiente
infiltracién celular y severa congestion (HE 100X)

Figura10. Cortes histolégicos de pulmones de crias de alpaca con congestion y edema pulmonar
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aguda moderada a severa y difusa. A. Tejido pulmonar, positivo a P. multocida,
positivo a BRSV, con severa dilatacion de los alvéolos y destruccion de las paredes
alveolares (enfisema) (HE 400X). B. Parénquima, con moderada infiltracién
inflamatoria mononuclear en intersticio, hemorragia difusa y degeneracién epitelial
bronquiolar (HE 400X)
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Figurall. Resultados con la prueba de inmunofluorescencia directa. A. Tejido pulmonar mos-
trando reaccion positiva a PI1-3. Notese la fluorescencia intracitoplasmatica (fle-
chas). B. Muestra positiva a BRSV mostrando fluorescencia intracitoplasmatica

(flechas)

Cuadro 1. Asociacion de lesiones histopatolégicas y resultados microbiolégicos

. L N.° de , Frecuencia
Tipo de lesion agentes Agentes patdgenos M)
Bronconeumonia aguda 3 PI1-3, MH, PM 1
fibrinonecrotizante supurativa 1 P1-3 1
severa y difusa (n=3) 1 MH 1
Bronconeumonia aguda, leve a 3 BRSV, PI-3, PM 1
moderada supurativa y difusa 2 BRSV, PM 3
(n=10) 2 BRSV, MH 2
2 BRSV, PI-3 1
1 BRSV 1
1 PI-3 1
1 MH 1

Congestion y edema pulmonar 3 BRSV, PM, MH 1

aguda, moderada a severay difusa 3 BRSV, PI-3, PM 1

(n=11) 2 PI-3, PM 2
2 BRSV, PM 1
2 BRSV, MH 1
1 PI-3 1
1 PM 1
1 BRSV 1
0 - 2

Total 24

BRSV: Virus respiratorio sincitial bovino

PI-3: Virus Paranfluenza tipo 3

PM: Pasteurella multocida

MH: Mannheimia haemolytica
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pacién de un solo agente, con predominancia
de PI-3 (n=3), seguido de BRSV (n=2), M.
haemolytica (n=2) y P. multocida (n=1).

Las neumonias agudas, segunda causa
de muerte neonatal, ocasionan enormes pér-
didas en la producciény productividad de las
alpacas en el Per(, y suelen presentarse aso-
ciadas con factores estresantes medioam-
bientales y a manejos del rebafio tales como
paricion, destete, esquila, bafios y dosifi-
caciones antiparasitarias (Ameghino y
DeMartini, 1991). En este esquema, las crias
y los animales jévenes sufren infecciones fa-
tales por agentes patdgenos neumotrépicos
(Martin, 1996; Zanabria et al., 2000). Los
resultados obtenidos en el presente estudio
confirman la posible asociacion de agentes
virales (Virus respiratorio sincitial y
Parainfluenza tipo 3) y agentes bacterianos
(P. multocida y M. haemolytica) en la pre-
sentacion de procesos neumonicos agudos.
Estos agentes, al parecer, son capaces de
producir lesiones neumonicas en animales
neonatos expuestos a factores climaticos
estresantes (época lluviosa), que se presen-
tan durante la campafia de paricion en el pais.

Los resultados del examen macros-
copico de los 24 casos estudiados revelan que
neonatos afectados por neumonias muestran
unaserie de alteraciones patoldgicas, varian-
do desde cambios severos descritos como
neumonia extensiva necrética-purulenta aso-
ciada con pleuritis fibrinosa (3/24) y neumo-
nias bilaterales purulentas (10/24), hasta cua-
dros congestivos y edematosos pulmonares
(11/24). Las alteraciones mas severas com-
prometian ambos pulmones, principalmente
a niveles craneo-ventrales (severas
hepatizaciones), acompafiado de pleuritis
fibrino-hemorragica (Fig. 1). Estos tipos de
lesiones han sido descritos como lesiones ti-
picas de neumonias agudas en alpacas
(Ameghino y DeMartini, 1991) y, al parecer,
son lesiones que deben corresponder a las
denominadas neumonias lobares o
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bronconeumonias fibrinosas descritas en
neonatos bovinos y ovinos, causadas por agen-
tes bacterianos altamente patogénicos, o por
infecciones de etiologia multifactorial
(Dungworth, 1993; Lépez, 1995; Piojanet al.,
1999).

Los tres casos méas severos en el estu-
dio, descritos como neumonias extensivas, son
de alguna manera, lesiones similares a las
neumonias multilobulares de terneros y cor-
deros (Dungworth, 1993). El término lobar,
sin embargo, no es el mas adecuado en
alpacas, pues esta especie animal carece de
cisuras interlobulares, lo que impide dividir los
pulmones en Iébulos como ocurre en el bovi-
no y ovino (L6pez, 1993). Esta peculiaridad
anatémica, también explicaria la dificultad de
observar engrosamiento de los septos
interlobulares, como sucede usualmente en
el bovino. El abundante deposito de fibrina,
sin embargo, fue evidente en los dos anima-
les que presentaron nitidas adherencias
pleurales (Fig. 2). La severidad de estas le-
siones necesita un mayor tiempo evolutivo,
pues fueron observadas en crias con edades
mayores (31 dias) que los animales con neu-
monias bilaterales purulentas (18 dias) y con-
gestion y edema pulmonar (20 dias). Por otro
lado, estas lesiones abarcaron ambos pulmo-
nes, pero comprometiendo principalmente el
I6bulo apical derecho, que podria deberse a
que latrdquea de la alpaca, antes de dividirse
y formar los dos bronquios principales, da
origen a una pequefia rama bronquial que
penetra en el 16bulo apical derecho (Viera et
al., 1968).

Los cambios macroscépicos descritos
como neumonia bilateral purulenta (10/24)
difieren del anterior grupo por la escasa pre-
sencia de focos necrdticos en el parénquima
pulmonar y la baja frecuencia de pleuritis
fibrinosa (1/10). Las lesiones corresponden
a una moderada a intensa consolidacion roji-
za parenquimal, igualmente a nivel craneo-
ventral, con tendencia a ser extensiva 'y con
exudado muco-purulento. Las lesiones con-
cuerdan con las neumonias agudas reporta-
das por Ameghino y DeMartini (1991) y las
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descritas como neumonias hemorragicas agu-
das en crias menores de un mes de alpacas
(R. Perales, datos no publicados). Estos ti-
pos de neumonias, desprovistas de lesiones
distintivas y circunscritas de tipo “parches”,
corresponderian a las reportadas como
bronconeumonias supurativas en especies
bovinas (Dungworth, 1993; Lépez, 1995).

La carencia de cisuras interlobulares de
estos animales podria explicar la facilidad para
alcanzar una distribucion difusa y en perio-
dos muy tempranos de la infeccién pulmonar.
La congestion y edema en la mayoria de los
11 casos fue muy marcada, produciendo un
intenso enrojecimiento, agrandamiento y bri-
Ilantez tisular. Indudablemente, estos cambios
corresponderian a las primeras alteraciones
del dafio pulmonar en todo proceso inflama-
torio sobreagudo o agudo que se observa en
estados iniciales de procesos neumonicos fa-
tales en terneros y corderos (Kimberling et
al., 1988; Martin, 1996).

Los cambios histopatolégicos observa-
dos reflejaron las alteraciones macroscapicas.
Los casos diagnosticados como neumonias
extensivas (n=3) tuvieron cuadros microsco-
picos mucho mas severos, comprometiendo
parénquima pulmonar, pleura adyacente y
ganglios linfaticos regionales. Microscé-
picamente, los cambios correspondieron a una
bronconeumonia aguda fibrino-necrotizante
supurativa y difusa. Estas lesiones, en térmi-
nos generales, son muy similares a las des-
critas como bronconeumonias fibrinosas y
pleuroneumonia en animales domésticos don-
de se observa el compromiso pleural dentro
del proceso inflamatorio (Dungworth, 1993;
Lopez, 1995). La naturaleza aguda de las le-
siones se sustenta en la presencia de una se-
vera congestion capilar y abundante exuda-
do fibrinoso dentro de los espacios alveolares,
septos interlobulillares y pleura (Figs. 5b y
6a), asi como la abundante infiltracién
inflamatoria mixta de macréfagos y
neutrofilos (Fig. 6a). Asimismo, la severidad
de la lesion se refleja por la extensa y difusa
necrosis coagulativa asociada a la consisten-
te presencia de nidos bacterianos (Figs. 4 y

5a). Cambios, igualmente, muy similares a los
correspondientes a neumonias agudas y
subagudas en otros tipos de animales
(Dungworth, 1993; Ferreira de la Cuesta,
2003).

Las lesiones histopatoldgicas descritas
como bronconeumonia supurativa difusa agu-
da, encontradas en 10/24 de los casos, son
muy similares a las bronconeumonias supura-
tivas descritas en rumiantes (Dungworth,
1993; Ldpez, 1995). Estos cambios suelen
caracterizarse por tener cierta orientacion
bronquiolar, y tal vez expliquen el posible ini-
cio infeccioso en la union bronquiolo/alveolar
y extension bronquial por depoésitos de agen-
tes patdgenos en estas regiones vulnerables,
ocasionando exudado inflamatorio y presen-
cia de detritus celular que oblitera el lumen
de bronquios, bronquiolos y espacios alveo-
lares. Estas alteraciones son comdnmente
observadas en neumonias aspirativas
(aerdgenas) usualmente asociadas a agentes
bacterianos (Martin, 1996). Las lesiones ob-
servadas en este segundo grupo, variaron en
intensidad del compromiso vascular, infiltra-
cion celular y destruccion epitelial alveolar,
bronquial y bronquiolar (Figs. 7a 'y 8a). Los
casos mas dramaticos comprometian destruc-
cidén epitelial asociada a extensas zonas
necréticas acompafiada, algunas veces, con
zonas extensivas de desnudamiento celular
del epitelio bronquial y bronquiolar, y abun-
dante exudado y detritus celulares
intraluminales (Figs. 7b y 8b). Estas altera-
ciones han sido atribuidas como consecuen-
cia de replicaciones virales (Davies et al.,
1981; Bryson et al., 1983; Domachowske y
Rosenberg, 1999).

En los 11/24 de los casos con lesiones
macroscépicas de congestion y edema
pulmonar, la histopatologia corrobord los cam-
bios anatémicos. Las alteraciones histopatol6-
gicas mostraron una extensiva pletorizacion
de vasos capilares alveolares y engrosamiento
de los septos interalveolares por infiltracion
de escasa reaccion inflamatoria y depdsitos
de abundante material proteinaceo
eosinofilico (edema) en los espacios alveo-
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lares (Fig. 9a). Las lesiones estuvieron acom-
pafiadas de necrosis y degeneracion de
epitelios bronquiales y bronquiolares, asi como
diversos grados de hiperplasia celular (Fig.
9b); incluso se pudo identificar una severa
extravasacion eritrocitica asociada a ruptu-
ras de paredes alveolares (enfisema) (Fig.
10a). Los cambios enfisematosos son comun-
mente observados en estadios de recumbencia
y en estadios finales de infecciones
pulmonares ocasionadas por la dificultad res-
piratoria e inspiraciones forzadas y profun-
das causales de ruptura de paredes alveolares,
con la consecuente formacién de enfisemay
hemorragia (Fig. 10a).

La identificacion y aislamiento simulta-
neo de agentes neumopatdgenos en el 63%
de los casos positivos, indican que las lesio-
nes pulmonares agudas en crias de alpaca
serian consecuencia de infecciones multiples,
de manera muy similar a los rumiantes
(Daviesetal., 1981; Kimberling et al., 1988;
Martin, 1996). En 22/24 casos estudiados se
logré identificar o aislar agentes patdgenos y
en 14 de estos casos hubo asociacion de vi-
rus/bacteria con predominancia de infeccio-
nes duales (n=10) seguido de presencia de
triples agentes (n=4) (Cuadro 1). Las aso-
ciaciones duales y triples del BRSV fueron
frecuentemente observadas en animales pa-
deciendo bronconeumonia supurativa difusa
aguda y congestion y edema pulmonar agu-
do, respectivamente. La identificacién del vi-
rus P13 fue detectada preferentemente en
infecciones Unicas. El virus PI3 se presento6
mayormente en los casos con lesiones de
mayor severidad (bronconeumonia fibrino-
necrotizante supurativa difusa).

Las lesiones macro y microscépicas
observadas en el presente estudio tienden a
reflejar los diferentes estadios patolégicos de
todo proceso inflamatorio. Las manifestacio-
nes iniciales, al parecer, se concentran en los
casos diagnosticados como cuadros de con-
gestion y edema pulmonar. En estos anima-
les, la infeccion viral es méas prevalente sugi-
riendo al virus como posible factor inicial en
los procesos neumdnicos. En nueve de las 10

crias, en este grupo, se identificaron agentes
virales bajo la forma de infecciones Unicas
(n=2), infecciones duales (n=4) y triples (n=2)
(Cuadro 1). Las infecciones virales en estos
casos, podrian ser responsables de las lesio-
nes necroticas observadas a nivel epitelial
(bronquial, bronquiolar y/o alveolar) desen-
cadenando, consecuentemente, congestion,
extravasacién sanguinea, hemorragias y for-
macion de membranas hialinas (Bryson et al.,
1979); lesiones consistentemente observadas
en la mayoria de los animales afectados en
este grupo (Figs. 9A 'y 9B).

Las lesiones mas complicadas se
visualizaron en animales padeciendo de
bronconeumonia supurativa. En estas crias,
se detectd la presencia mayoritaria del virus
BRS (8/10) como infecciones unicas (n=1),
duales (n=6) y triples (n=1), sugiriendo a este
virus como el principal posible factor
patogénico predisponente. El virus BRS tie-
ne capacidad litica del aparato mucociliar y,
consecuentemente, hiperplasia celular en
bronquios y bronquiolos, favoreciendo la co-
lonizacién bacteriana. La elevada presencia
del virus BRS en infecciones duales y triples
(7/10), principalmente asociada con P.
multocida (n=4), M. haemolytica (n=2) o
virus P13 (n=2) (Cuadro 1), refuerza a este
virus como uno de los principales agentes
productores de neumonias en alpacas, y co-
rrobora la elevada prevalencia de este virus
en alpacas de crianza comunitarias del sur
del Pert (Manchego et al., 1998; Victorio et
al., 2003).

Por otro lado, llama la atencion la pre-
sencia del virus PI3 en 2/3 casos afectados
con bronconeumonia fibrino-necrotizante
(Cuadro 1) y en uno de estos casos asociado
con M. haemolytica y P. multocida. Este
virus, en corderos, es implicado como el prin-
cipal factor predisponente para la severidad
de las bronconeumonias asociadas principal-
mente a M. haemolytica (Davies et al., 1986;
Kimberling et al., 1988). En esta asociacion,
se conoce que el virus PI-3 produce cambios
degenerativos y necrosis de las células
epiteliales bronquiolares y alveolares e
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hiperplasia del epitelio alveolar con forma-
cion de sincitios multinucleares y las bacte-
rias responsables de la exudacion fibrinosa
(Bryson et al., 1979; Davies et al., 1981;
Yener et al., 2005). Con excepcion de pre-
sencia de sincitios, se observaron lesiones
degenerativas y necrdticas a nivel del epite-
lio alveolar y bronquiolar (Fig. 4) con severo
compromiso pleural.

Es interesante sefialar que los depdsi-
tos fibrinosos en rumiantes son generalmen-
te a consecuencia de hiperinfecciones de M.
haemolytica en animales expuestos a facto-
res estresantes, incluyendo infecciones virales
primarias (Davies et al., 1981, 1896; Trigo,
1998; Ferreira de la Cuesta, 2003). La pre-
sencia de M. haemolytica en dos de los tres
casos mas severos tiende a confirmar esta
aseveracion, sin poder descartar su partici-
pacion en el tercer caso, ya que habia recibi-
do antibioterapia y presentaba nidos
bacterianos cocobacilares intralesionales (Fig.
5a). El aislamiento de Pasteurella y
Mannheimia en lesiones neumonicas corro-
boran los reportes iniciales de P. multocida
(Ameghino y Calle, 1989), P. multocida y P.
haemolytica (Mannheimia) (Arratia 1991)
de muestras neumonicas de crias de alpacas
en el altiplano peruano.

A pesar de que en el presente estudio
no se elucidaron factores ambientales, el im-
pacto ambiental es bastante evidente en la
crianza de alpacas andinas pues la crianza es
de manera extensiva y las pariciones ocu-
rren en los meses mas humedos del afio
(Ameghino y DeMartini, 1991). Las mues-
tras del presente estudio fueron colectadas
en la época de paricién, donde generalmente
se observan eventos climéaticos extremos con
lluvias copiosas, nevadas, y presencia de los
denominados “veranillos” (periodos cortos de
ausencia de lluvias y cambios bruscos de tem-
peratura). Estos cambios medioambientales
son situaciones estresantes para el recién
nacido que deben impactar en el sistema de
defensa inmune, sobre todo del tracto respi-

ratorio, predisponiéndolos inicialmente a in-
fecciones virales y posteriormente a bacte-
rias.

En este esquema, las infecciones
virales, actuarian como factores primarios
dafiando o destruyendo el aparato muco-ciliar,
favoreciendo la colonizacion bacteriana para
el establecimiento de procesos bronconeu-
monicos (Cutlip y Lehmmbuhl, 1982; Davis
et al, 1986; Donachowske y Rosemberg,
1999). Aqui, los virus PI-3 y BRS son los mas
prevalentes, y son conocidos agentes patolo-
gicos causales de bronconeumonias y neu-
monias lobares en rumiantes, y productoras
de infecciones generalmente fatales cuando
se asocian a infecciones por M. haemolytica
y P. multocida (Zanabria et al., 2000; Yener
et al., 2005).

e  Los resultados sugieren que las neumo-
nias agudas en alpacas serian conse-
cuencia, de manera similar a lo que ocu-
rre en otros rumiantes, de mualtiples agen-
tes y, generalmente, por asociaciones
entre virus (RSV, PI3) con Pasteurella
multocida y Mannheimia hemolytica.

e El estudio no descarta, sin embargo, la
posible participacion de otros posibles
agentes neumotrdpicos en el establecimien-
to y desarrollo de procesos similares.
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