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INTRODUCCION

La erisipela es una enfermedad infecto-contagiosa producida por la bacte

ria Erysipelothrix rhusiopathiae, que afecta a: cerdos, borregos, caba--

llos, vacas, cabras, pavos, pollos, peces y humanos. Esta infecci6n en
el cerdo es conocida con otros nombres, tales como : "Fiebre roja ", --
"Enfermedad de la piel de diamante" y "Piel rémbica', mientras que en -
el hombre, es algunas veces llamada Erisipela de Rosembach. (4,7,17,

18, 23, 29).

Esta enfermedad es de especial importancia para la industria porcicola,
por retraso en el crecimiento; por decomiso en rastros y mataderos; de
1971 a 1976, hubo un total de 1596 cerdos decomisados por presentar eri

sipela en el Rastro de Ferreria y por las muertes que ocasionen.

En algunos paises de Europa, asi como en los Estados Unidos de Nortea-
meérica la erisipela existe en forma enzoética (17). En México esta enfer
medad ha sido descrita clinicamente desde hace mucho tiempo, pero no -

fue sino hasta 1966, cuando se aislo el agente etiol6gico por primera vez

(8).

A esta enfermedad no se le habia dado mucha importancia en nuestro pals,
pero en Mayo de 1970 se presentaron varias epizootfas en : Irapuato, - -
Guadalajara, Edo. de México y Distrito Federal (17). Por otro lado el - -

Instituto Mexicano del Seguro Social reporta 2676 casos notificados de - -
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Erisipela en humanos, en un perfodo de 1973 a 1977, incrementdndose --
en los Gltimos tres afios. Los lugares donde hubo méds incidencia, son -
los siguientes : Valle de México, Veracruz, Nuevo Le6n, Tamaulipas y -

Puebla (13).

El control de esta enfermedad comprende fundamentalmente la prevencioén
con vacunas dado que a poco costo y muy bajo riesgo, se obtienen resulta_
dos confiables y demostrativos; como lo muestra la disminucién en la in-
cidencia de erisipela porcina en los Estados Unidos de Norteamérica y -
otros pafses, que han realizado una inmnunizacién sistemdtica de hatos -

susceptibles.

La comprobacién de la potencia de los productos inmunizantes es conse-
cuentemente, una de las dreas fundamentales a cubrir dentro de una ac-

cibn integral para el control del problema.

En el Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias (INIP), de 1972 a --
1975, se prob6 la potencia de los productos inmunizantes comerciales --
contra erisipela porcina, que se distribuyen en México observdndose una
potencia muy variable en ellos (5, 33 y 34); asi mismo, se realizar6n es--
tudios antigénicos de 20 cepas de E. rhusiopathiae aisladas de casos de -
campo en México, encontrdndose un esquema antigénico complejo; lo cual
explica los resultados obtenidos en las pruebas de potencia que se practi-

caron a los inmunizantes comerciales (20 y 35).
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En este trabajo se reporta la elaboracién de una vacuna experimental, --

utilizando una cepa avirulenta de Erysipelothrix rhusiopathiae, aislada a

partir de la tonsila de un cerdo asintomdtico en el Edo. de Hidalgo, la —
cual cruz6 serologicamente con el 77% de 17 cepas aisladas en nuestro -
pafs. Con esto esperamos ayudar en parte en la solucién de los proble-—-

mas originados por la erisipela porcina.



CAPITULO 1

CARACTERISTICAS DE E. rhusiopathiae.

La bacteria Erysipelothrix rhusiopathiae fue clasificada en el género - -

Erysipelothrix, en la octava edici6n del Bergey (4). Se le considera prin
cipalmente pardsito de mamiferos, aves y peces (4 y 7); se ha aislado de:
cerdos, palomas, borregos, vacas, patos, peces, pavos, ratones y el -

hombre (7).

Koch la describi6 por primera vez en 1878, y le di6 el nombre de ""Baci-
lo de la Septicemia del Ratén ". En 1882, Pasteur y Thullier lo aislaron
del cerdo, y a partir de esta cepa prepararon la primera vacuna que se -

conoce (29).

Es posible que en 1882 Loeffler haya observado este mismo bacilo aisla-

do de un cerdo que muri6 de erisipela (7, 29).

Las células de 12 rhusiopathiae, son bacilos cortos, delgados, rectos o

curvos, de 0.2 a 0.6 micras por 0.5 a 2.5 micras de largo. Se encuen--
tran aisladas, en parejas o grupos de cadenas que tienden a formar fila--
mentos largos. Son inméviles, no forman esporas, ni tienen cdpsula. Son
Gram positivas, pero se decoloran facilmente cuando proceden de culti--

vos viejos (4,7, 18 y 29).

Choening y Col. en 1938, describieron tres tipos de colonias: lisa(S), -

rugosa (R) e intermedia (R-S). Las colonias tipicamente lisas son circu-
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lares, con superficie convexa; en estas colonias los mic roorganismos -
aparecen pequefios, rectos o ligeramente curvos, con polos redondeados,
arreglados simplemente, en pequefios paquetes o en cadenas cortas. En -
la forma rugosa las colonias tipicas son circulares, pero irregulares, —
con bordes rizados y superficie rugosa. En estas colonias los microrga-
nismos forman filamentos de 60 micras o més, algunos de los cuales se -
rompen para formar cadenas de bacilos. Las colonias intermedias pre--
sentan algunas de las caracteristicas de las colonias rugosas y lisas, asu
miendo una gran variedad de formas. Sin embargo, la morfologia varia -
en algunas de sus dimensiones conforme al medio en el cual los microor-

ganismos crecen (7 y 29).

Generalmente la forma rugosa se presenta en cultivos viejos, pero puede

pasar a lisa por pases en ratén (29).

La bacteria es aerobia, pero puede crecer en una atmésfera de 5 - 1O =
de di6xido de carbono. La temperatura Sptima para su desarrollo es de -
37°C, aunque puede crecer en un rango de 15 a 44°C, a un pH de 7.6, - -

siendo este dltimo su 6ptimo de crecimiento (7, 18, 29).

Este microorganismo crece escasamente en medios de cultivo ordinarios.
La adici6én al medio de suero de caballo, favorece la rdpidez y abundancia

del crecimiento, ademds de la antigenicidad (4, 9, 17, 18 y 42).

El Tween 80 favorece el desarrollo de E. rhusiopathiae, se obtienen re- -
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sultados similares con los siguientes componentes: riboflavina, 4cido --
oleico y tiamina. (14, 7, 17, 18 y 19),

Se ha observado que la glucosa en concentraciones elevadas tiene una ac-

cion inhibidora sobre esta bacteria (29).

El azida de sodio (NaN3) y el cristal violeta son sustancias que se usan pa

ra la elaboracién de medios selectivos de Erysipelothrix, dada la resis--

tencia que muestra esta bacteria hacia estos compuestos y el conocimien-
to que se tiene de que estos inhiben el desarrollo de bacterias Cram nega-

tivas y Gram positivas (12 y 22),

Adem4s de los compuestos anteriores E. rhusiopathiae, es resistente a -

concentraciones de 1: 2000 de telurito de potasio (29), de antibidticos co—

mo la kanamicina, neomicina y vancomicina (42).

Este microrganismo produce ficilmente dcido de: glucosa, maltosa y lac
tosa y més lentamente de galactosa, manosa y arabinosa. Produce dcido-
sulfhidrico de medios con acetato de plomo. No forma indol, ni decolora
el azul de metileno, da reacciones negativas para las pruebas de Voges -
Proskawer y rojo de metilo. (4 y 29), Sin embargo, se debe hacer notar
con respecto a los carbohidratos, que su utilizacién es un fen6meno varia-
ble, que puede ser atribuido a una descripcién incompleta de las condicio-
nes, como son medio base, concentracién de azdcares e indicador (25 y -

39).



PATOGENIA

La principal via de entrada de este microorganismo es la mucosa oral, -
aunque también es importante la piel irritada o a través de heridas, como
aquellas que son producidas por castracién o marcaje de los animales (3,
7, 10, 24).

La invasién del torrente sanguineo se presenta en todos los animales in--
fectados. El subsecuente desarrollo de una septicemia aguda o una bacte-
remia con localizacién en 6rganos y articulaciones, depende de factores -
no determinados. Afn cuando la virulencia de una cepa en particular es -
importante ésto solo depende de recientes pases en cerdos (3). Tomando
en consideracién lo anterior, la enfermedad puede dividirse en las siguien
tes formas:

a) Aguda o septicémica

b) Croénica con endocarditis y artritis
c) Sublcinica (9, 19, 26 y 27)

a) La forma Aguda , suele confundirse con otras enfermedades septicémi

cas, principalmente con célera porcino y salmonelosis aguda (11 y 17). -
Las principales caracteristicas de esta forma de la enfermedad son: tem-
peratura elevada de 42-43°C; conjuntivitis, con abundante secrecién mu-
coide; indiferencia; pérdida del apetito; respiracidn acelerada y presencia
de numerosas dreas pdrpuras, en forma de rombos; ademds de falta de -
coordinacién de las piernas traseras (17, 18 y 27). En estos animales se
presenta una leucocitosis seguida por una leucopenia, lo cual se puede uti-

lizar para diferenciar la erisipela del c6lera porcino (6, 17). Si la fiebre
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baja en pocas horas, el animal se recupera, pero si la temperatura per-

manece alta por 36-48 hrs. la muerte es inminente (3, 18 y 27),

b) La forma Crdnica, de la Erisipela porcina se caracteriza por una en

Gocarditis vegetativa de las vdlvulas cardiacas particularmente de la mi-
tral. Esta puede ir acompafiada también de artritis, en la que se infla--

man las articulaciones de las extremidades posteriores, dando al cerdo -
una marcha caracteristica. La erisipela crénica no es mortal frecuente -
mente, pero los animales afectados no engordan rdpidamente (3, 17, 18,

26 y 27).

c¢) La forma Subclinica, pasa desapercibida y solo se detecta por el ais-

lamiento de E. rhusiopathiae de las amigdalas del cerdo (9,19).

ESTUDIOS SOBRE LA COMPOSICION ANTIGENICA DE
E. rhusiopathiae

Los trabajos de Watts, Atkinson (1945y Dedie (1949), demostraron que
las cepas de E. rhusiopathiae pueden dividirse en dos grupos, de acuerdo

a su estructura antigénica: serotipo A y serotipo B.

Estos antigenos especificos de serotipos son solubles en 4cidos y pueden-
ser puestos de manifiesto por reacciones de precipitacién, aglutinaci6n y
fijacion de complemento, empleando sueros homélogos. Existe adem4s -
el serotipo N, que se deriva del A o el B, previa pérdida de los antigenos
solubles en 4cidos (2 y 9). La literatura que habla acerca del serotipo N
no menciona si se trata de un antigeno enmascarado por los serotipos A o

B.
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Las éepas de serotipo A, cambian a serotipo N después de 50 pases en -
ratén, pero vuelven a su serotipo original después de 7 pases en palomas.
Resultados similares se han reportado con cepas de serotipos B, en don
de después de 10 a 50 pases en medio de cultivo o 25 a 27 pases en ratén
se observa el cambio, alin cuando se ha visto que los pases en ratén son
reversibles. No se ha observado ninglin cambio de serotipo dando pases

en cerdo. (9 y 28).

La mayor parte de los serotipos B poseen una buena capacidad inmuni--

zante contra E. rhusiopathiae A y B(29, 28 y 37).

En este serotipo cuando se cultiva la bacteria en medio de caldo sin sue-
ro de caballo también se encuentra un antigeno que produce aglutinacién-

de gl6bulos rojos de aves (9, 20 y 28).

Truszczynsky, trabajando con cepas de serotipos A y B logr6 poner de —
manifiesto seis fracciones antigénicas a partir de extractos dcidos. Cua
tro aparecieron en ambos serotipos y dos tnicsamente en el serotipo B. -
Ninguna de estas fracciones confirié proteccién en ratones ni absorbid --

anticuerpos de suero polivalente contra erisipela (30 y 31).

Por prueba de inmunodifusi6n é1 demostrd que los antigenos tipo-especifi
Co se encuentran en mayor cantidad en extractos dcidos y los de especie

en cultivos liquidos.

Comparando el serotipo B con una cepa avirulenta, encontrd zonas de pre
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cipitacién idénticas (32).

Ademds, observ6 que el serotipo B contiene mas antigenos que el seroti.
po A (32).

Por otro lado White y Kalf, separaron cinco fracciones antigénicas, uti-
lizando columnas de intercambio aniénico, a partir de extractos neutros

de células pertenecientes a serotipos B.

Ellos clasificaron a estas fracciones de acuerdo a las caracteristicas Si_
guientes:
suero 2

b
Antigeno Homo6logo Heter6logo Is6logo Temrmo 14bil  Proteinas

totales -
mg,
A o+ —_ s - 5.18
B + - - - 2.48
@ + + + + 9.83
D + + + + 3.08
E + - - +

a) basados en los serotipos de la bacteria
b) serolégicamente inactivo después de cuatro
minutos a 100°C
El antigeno A, es idéntico al antigeno tipo-especifico, presente en ex- -

tractos dcidos de una misma cepa, preparado por el método que utilizs -

Atkinson (2).
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Ambos antigenos presentan la siguiente composicién quimica:

Componente
Nitrdgeno total
Foésforo total
Carbohidrato total

Sustancia sb
reductoras

Hexosamina®

Lipidos totales

% en peso seco de antigeno

a) Expresado como glucosa

Antigeno A
8 -11y
No detectable

4.0 -4.3%

0.4%
1-29,

30%

b) Exclusivamente hexosamina

c) Expresado como glucosamina.

Extracto 4cido
£z
No detectable

4.0%

0.4%,

1=2%

Es interesante notar que los antigenos A de cepas serotipo B, contienen -

dcido diamino-pimélico, mientras que las de serotipo A contienen lisina.

En cuanto a su composici6n de aminodcidos y aziicares, el antigeno A - -

contiene lo siguiente: dcido aspartico, dcido glutdmico, glicina, serina, -

arginina, alanina, valina, isoleucina, leucina, fenilalanina, glucosamina,

glucosa, manosa y dcido murdmico. Esto parece indicar que el antigeno-

A, estd compuesto de polimetros de glucosamina y 4cidos murdmicos, --

unidos por componentes peptidicos, de donde se deduce que este antigeno

se deriva de la pared celular (15, 16 y 38),
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El antigeno B, tiene una composicién quimica parecida al A, con diferen-
cia que el B no tiene glucosamina ni fenilalanina, en vez de éstos se ha -

encontrado prolina, la cual no aparece en el antigeno A (15, 16 y 38),

El antigeno C es de tipo genérico, comtn en todas las cepas (14, 15, 16-
y 38). Puede ser que haya un antigeno de E. rhusiopathiae que induzca -
en el huésped la produccién de anticuerpos protectores, que se encuentra
en el sobrenadante de cultivos liquidos, con suero equino. Este antigeno
no parece ser un fragmento de pared-celular ni de membrana celular --

(40). Este antigeno es capaz de absorber virtualmente toda la actividad-
protectora pasiva de suero inmune preparado en conejos inmunizados con
cultivo total. Estd compuesto de Proteinas, lipidos y pequefias cantida--
des de carbohidratos. Su actividad Protectora desaparece completamente
después de que se trata con tripsina y en un 75% cuando se usa muramida
sa. Estas pfopiedades sugieren que el antigeno es un complejo lipido-gli

copéptido, con propiedades atribuibles a lipoproteinas (41).

Finalmente este antigeno es capaz de conferir proteccién contra cepas de
serotipo A y B, lo que significa que se encuentra en ambos serotipos (40 -
y 41),

VACUNAS DE EMPLEO ACTUAL

Antes de que se introdujeran las vacunas y bacterias®, las pérdidas por -

* Bacterina: En el lenguaje veterinario, inmunégeno constituido por bac-
terias inactivadas. Y vacuna al producto constituido por microorganis
mos atenuados.
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erisipela, en muchas zonas eran tan elevadas que los criadores de cer--
dos no contaban con ninguna seguridad. Las pérdidas disminuyeron consi
derablemente después de que Pasteur (1882) y G. Lorenz (1893), elabo-
raron un método de prevencién que posteriormente fue aplicado met6dica
mente, Asimismo, la terapeitica sérica con el método propuesto por
G. Lorenz redujo de manera efectiva las pérdidas por erisipela (3, 9 y -
18).

Métodos de Inmunizaci6n
a) Inoculaci6n simultdnea de Lorenz
b) Inmunégenos constituidos por bacterias inactivadas (Bacterinas).

c) Con cultivos vivos atenuados.

INMUNIZACION SIMULTANEA DE LORENZ. Este método se fundamen

ta en la combinacién de la inmunizacién activa con la pasiva; el procedi-
miento fur propuesto por Gustavo Lorenz, que lo desarroll§ entre los --
afios de 1891 a 1893, Este autor pudo comprobar la efectividad inmunizan
te del método inoculando ratones con cultivos virulentos y aplicdndoles si
multdneamente unas gotas de suero anti-erisipela. Lorenz preparé este
suero mediante un esquema de inmunizacién, primero en conejos, mds -
tarde en cerdos y finalmente en caballos. En sus experiencias previas, -
observé que la protecci6n conferida por el suero era suficiente, pero s6-
lo de corta duracién y para lograr una defensa mas prolongada, era pre-

Ciso la inmunizaci6n activa con cultivos de Erysipelothrix rhusiopathiae sin

atenuar,

En los primeros tiempos el procedimiento era muy incémodo en la prdc-
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tica, ya que eran necesarias tres inoculaciones. Con el perfeccionamien
to de los sueros se logrS que la aplicacion de éstos y la primera dosis -

del cultivo se hiciera en forma simultdnea, para lo cual se empleaban --
dos jeringas diferentes, realizando las inyecciones en sitios separados. -
Estos inconvenientes pudieron también evitarse cuando los estudios de -

Laclainche (1900), Schombon (1922) y Maas (1926), demostraron que era-
posible realizar la primera inoculacién con el suero y el cultivo mezcla-

dos en la misma jeringa (9).

Después de la Segunda Guerra Mundial, este método ha sido substituido -
en muchos palses, primero por inmundgenos inactivados y luego por vacu

nas atenuadas (3, 9 y 18),

En México no se utiliza este tipo de inmunizacién, pero en algunos pafses

se sigue usando.

VACUNAS CONSTITUIDAS POR BACTERIAS INACTIVADAS. - En 1935, 8=

apareci6 la primer bacterina comercializada que se conoce con el nombre

de "Vacuna formolada de Muronzew y Matwijenkow"'.

El fundamiiento de la preparacién de esta bacterina es el siguiente: Se --
utiliz6 una cepa patégena de E. rhusiopathiae debidamente estandarizada,
que se pasaba una o dos veces por afio en lechones. Se cultivaba en caldo
nutritivo, adicionado del 0.25% de agar, lo cual favorece el crecimiento-
de las bacterias y asegura la permanencia de las caracterfsticas antigéni-

cas de los cultivos. Se incuban durante seis dias y luego se inactivaban -
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las cé€lulas con 0. 3% de formalina. Esta bacterina tuvo una amplia difu--
si6n en la Unién Soviética.

La produccién de las Bacterinas contra erisipela, se basa actualmente, -
en las bases logradas por las experiencias de Traub, las que se presen--
tan a continuacion:

1) Seleccién de cepas con una buena capacidad inmunégena., Esta selec--
ci6n se hace inicialmente por medio de reacciones de hemoaglutinacién -
indirecta, utilizando antigenos provenientes de cultivos en medios que no
contengan suero equino o bien por reacciones de doble difusién, con anti-
genos elaborados a partir de extractos dcidos de E. rhusiopathiae, y pos-
teriormente las vacunas obtenidas con estas cepas se evaldan mediante -
pruebas de proteccién en ratones y cerdos.

2) El uso de suplementos en medio liquido que faciliten el desarrollo ma-
sivo del antigeno, como es el caso, del suero de caballo,

3) La selecci6n del mejor adyuvante, utilizando para este fin hidréxido =
de aluminio o fosfato tricdlcico.

4) El establecimiento de la concentracién adecuada de formalina para la -

inactivacion de las bacterias (3).

VACUNAS CONSTITUIDAS PR CEPAS ATENUADAS. - Estas se preparan -

con cepas avirulentas aisladas de casos benignos, con cepas envejecidas --
O con cepas desarrolladas en medios pobres o adicionados de agentes que -
disminuyen su virulencia.

En los dltimos afios se han empleado principalmente los siguientes tipos --
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de cepas para la produccién de vacunas:
1) Cepa H-7 de Hausmamn y Flatken. Se trata de un grupo de cepas de -

serotipo B envejecidas.
2) Cepa avirulenta R-9 de Sandstedt y Swahn, pertenece al serotipo A y-

es atenuada con tripaflavina.

3) Cepa avirulenta de Staub, pertenece al serotipo B y es atenuada por -

cultivo a 40°C.,

4) Cepa VRy de Bucarest, pertenece al serotipo N, Es avirulenta para-
cerdos y ratones y ha demostrado su efectividad tanto en las pruebas de-

laboratorio como en los estudios de campo.

5) Cepa NL11, atenuada con tripaflavina, Esta vacuna estd comercializada

en Mé&xico (9).



Equipo:

CAPITULO I

MATERIAL Y METODOS

Nefelometro

Estufa de incubacién a 37°C

Aparato de virtis, No. 23 (Homogenizador)

Campana de flujo laminar
Cuenta colonias

Aglutinoscopio

Material de Vidrio y Otros:

Frascos de Cosecha

Frascos de Roux de 1000 m1l
Frasco ambar de S00 ml

Frascos dmpula de 50 ml
Matraces Erlenmeyer de 1000 m1
Cajas de petri

Tubos de 16 x 150 mm

Pipetas de 10 ml, divididas 1/10
Pipetas de 1 ml divididas 1/100
Placas para prueba de aglutinacién
Portaobjetos

Jeringas desechables de 2.5 ml

Jeringa automadtica de 10 ml

18
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Agujas del No, 22 de 3 cm. de largo
Agujas del No. 16 de 3.5 cm de largo
Asa c/ portasa

Mechero de Bunsen

Material Biol6gico:
Cepa de E. rhusiopathiae EI1-M27 (cepa avirulenta - -
aislada en el Edo. de Hidalgo, clasificada asi para los

registros del Departamento de Bacteriologfa del INIP).

Cepa El-6 de Exposici6n Americana, proporcionada --
por el Dr. Shuman del Departamento de Agricultura de
U.S.A.

Antigeno de E. rhusiopathiae elaborada a partir de ce-
pas Mexicanas, aisladas en el Departamento de Bacte--

riologia del INIP,

Vacuna comercial de erisipela, proporcionada por el -
Departamento de Control de Medicamentos de Sanidad -

Animal de la S, A.R.H,

Bacterina de referencia, proporcionada por el Departa -

mento de Agricultura de los U, S, A,

Cerdos hibridos Duro-Yorkshire y Landrace-Duroc de-

aproximadamente 30 Kg. de peso, Ratones de 16 a 25 --



20.

gr., Cuyes de 250 a 300 grs.

Medios de Cultivo:
Placas de agar sangre
Placas de Triptosa agar, (DIFCO)
Tubos con medio de Sabouraud, (USP)
Tubos de caldo infusién cerebro corazén, (DIFCO)
Tubos de tioglicolato fluido (USP)
Medios de triptosa (DIFCO)
Tubos con caldo para prueba de reduccién de nitratos
(DIFCO)

Tubos con medio de SIM (DIFCO)

Los medios de cultivo anteriores se prepararon a partir de medios deshi
dratados siguiendo las especificaciones del fabricante,

Medio desarrollado para la obtenci6n de la vacuna (Medio de T riptona mo

dificado)

T riptona (DIFCO) 17.0 gr
Extracto de carne (Merck) 5.0
Cloruro de sodio 5.0
Azida de sodio 0.1
Cristal violeta 0.01
Fosfato de potasio dib4dsico 285
Tris buffer 3.0

Agua destilada 1000 m1
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Este medio se esteriliza a 15 1b de presién y 121°C durante 20 minutos.,

Se enfria a 45°C y se adiciona 10% de suero equino estéril.,

Reactivos y Soluciones:
Glucosa (Merck)
Sacarosa (Merck)
Lactosa (Merck)
Reactivo para prueba de indol, segtin Koback (Merck)
Cloruro de sodio al 0,85
Glucosa estéril al 10%

Leche descremada al 20%
METODOS

1. - Definicién: La vacuna contra erisipela es un producto liofilizado que

contiene 2 x 109 microorganismos/ml, no lleva conservador.

2.~ Cepa; Para la produccién de la vacuna se us6 una cepa avirulenta - -
aislada en el Edo. de Hidalgo, que se conserva en medio inclinado de infu

sién cerebro corazén a 4°C.

3. - Controles a la cepa y al lote de siembra:

3.1.- Pruebas de pureza, se hace frotis del desarrollo y se tifien, por el
método de gram, deberdn observarse bacilos gram positivos de aproxima
damente 0.2 x 0.6 micras, desechdndose las cepas que muestren formas
filamentosas o cadenas de bacilos muy largas, tampoco deberdn observar

se otros microorganismos, Se siembran muestras del desarrollo en me-
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dios de infusi6n de cerebro corazén agar y en tioglicolato fluido. Se in-
cuban durante 7 dfas a 30C en aerobiosis, también se siembran en me-
dio de Sabourayud, el cual se incuba 14 dias a 18-22C. En los medios -
de Sabouraud, tioglicolato e infusién cerebro-coraz6n agar, no deberd —
haber desarrollo.

3.2. - Pruebas de identidad: Las caracteristicas del desarrollo en el me-
dio de triptona modificado, en donde se obtienen colonias incoloras, - -
translicidas, céncavas y pequefias, confirman la identidad de la cepa, —

asi como las reacciones bioquimicas que se dan a continuacién:

Catalasa =
Reduccién de NO3 et
Movilidad - 7
Producci6n de HyS +

Produccién de indol —

Glucosa +
Lactosa +
Sacarosa o

4.0. - Obtenci6n de la Vacuna:

4.1.- Se utilizan tres a cuatro tubos que hayan cumplido los requerimien
tos anteriores. Se resuspende el desarrollo de cada uno de los tubos con-
solucién isoténica estéril y se siembran con ayuda de una pipeta estéril -

los frascos de Roux conteniendo medio de triptona modificado. Las bote-
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llas sembradas, se incuban horizontalmente por 24 - 48 hrs, a 37°C.
Después de este tiempo se observa la morfologia de las colonias. Se de-
berdn apreciar colonias con las caracteristicas tipicas antes menciona--
das. De los frascos que muestren un desarrollo tipico se hacen frotis —
que se tifien por el método de Gram para confirmar que los cultivos son
puros.

4.2, - Se adicionan a cada frasco de 6 a 8 ml de solucién salina estéril y

se agita suavemente para desprender el desarrollo bacteriano, el cual se
pasa a una botella de Virtis, para homogenizar el desarrollo bacteriano,
durante 20 minutos a 300 - 400 rpm. El sistema que se utiliza para esta

operacién se muestra en la figura 1.

4.3.- Una vez terminado el tiempo de homogenizacién del producto, éste
se lleva a un frasco de cosecha, tal como se muestra en la figura 2.

5. - Controles al producto intermedio:

5.1, - Cdlculo de la concentracién de microorganismo por. nefelometria:
se toma una alicuota del frasco de cosecha y se mide la capacidad contra

el estdndard correspondiente.

S.2.- Cuenta de microorganismos viables: se toma una muestra de 1 ml
con el cual se hacen diluciones con solucién salina isoténica estéril, que
comprenda de 10-1 a 10-10; con cada dilucién se siembran por lo menos
tres cajas con medio de triptosa agar, Se incuban a 37°C durante 24 --
hrs. se cuenta el nimero de colonias en la placa con 20 a 100 colonias y

se calcula el nimero de bacterias viables por ml.
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5.3. - Pureza: se hace una tincién de Gram y se siembra 0.1 ml del pro-
ducto en tubos conteniendo medio de triptona modificado, caldo infusién
cerebro-corazén, medio de tioglicolato fluido (USP) y caldo Sabouraud -
(USP). Con excepcién de este dltimo que se incuba a 28°C por 14 dias, -
los demds se incuban a 30C por 7 dias. No deberd observarse desarro

llo en ninguno de los tubos.

figura # 1

I

figura # 2
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S.4.- Ajustes de la concentraci6n y liofilizacién: Se ajusta la concentra-
ci6n de microorganismos a tener 108 bacterias viable/ml con solu;:idn =
salina isot6nica estéril y se adiciona un volumen igual de leche descrema
da para uso bacteriolégico al 20% estéril. Se envasa el producto en vold-

menes de 10 m1l en frascos dmpula y se liofiliza.

6.0. - Controles al producto terminado:

6.1. - Pruebas de pureza: Se siembra 0.5 ml de la vacuna reconstitﬁida =
con agua destilada estéril, en dos de cada uno de los siguientes medios: -
agar sangre, triptona-modificado, triptosa agar, medio fluido de tioglicé
lato (USP), infusi6n cerebro corazén y medio de Sabouraud (USP). Con --
excepcién de este (ltimo que se incuba a 28°C por 14 dias, todos los de--
mdés se incuban a 32°C durante 7 dias. No se deberd observar desarrollo

microbiano en ningtn tubo.,

6.2, - Pruebas de incocuidad: cada inmunégeno utilizado (vacuna experi--

mental, vacuna comercial y bacterina de referencia), se prueba en lotes-
de 8 ratones, a los cuales se inocula 0.5 ml de cada producto por via in-

traperitoneal. Los ratones se observan diariamente durante catorce dias.
Asimismo, se realizan pruebas en cuyes, inoculando 5 ml de vacuna por

via intraperitoneal en lotes de 3 animales por cada producto. Los cuyes -
se observan diariamente durante 14 dias. Los animales deben sobrevivir
este periodo de observacién sin presentar ninguna alteracion, en caso de

muertes se deberd efectuar la necrépsia para determinar la causa de la

enfermedad,
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6. 3. - Pruebas de identidad (ver incisos: 3.1 y 3.2)
6.4. - Pruebas de potencia:
A. - Se utilizan 25 cerdos libres de anticuerpos contra E. rhusiopathiae.
B. - Los cerdos se distribuyen en la forma siguiente: lote 1. - Vacuna ex-
perimental, 8 cerdos. Lote 2.- Vacuna comercial, 5 cerdos. Lote 3. -

Bacterina de referencia, 6 cerdos. Lote 4, - Controles, 6 cerdos.

C. - Dosificaci6n y via de inoculaci6n:

Inmunizante Dosis
Bacterina de referencia 2 ml
Vacuna comercial 2ml
Vacuna experimental 2 ml

La via de inoculacion para todos los productos es intramuscular, en la -
regién glitea.,

D. - Preparaci6én de la dosis de exposici6én: A partir de una semilla de la
CepaEl-6 de Exposici6én Americana, se siembran tubos con medio incliné
do de triptone modificado y 109 de suero equino. Se incuban a 37C por-
24 hrs. De aqui se inoculan matraces Erlenmeyer con 500 ml del mismo
medio se incuban a 37T por 48 hrs. Después se homogenizan las células
en un aparato de Virtis por 20 min. Se ajusta la concentracién nefelomé
tricamente a 125 x 100 bacterias/ml y se realiza cuenta viable. La prue
ba es v4lida si el in6culo contiene 200 millones de unidades formadoras-
de colonias por cada 2 ml, lo cual equivale a una dosis de exposicién se-

giin el Estdndar de Requerimientos B-46 para vacunas y bacterinas del -



27

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norteamérica (21),

E. - Para que el ensayo sea v4lido, segfin el Estdndard antes mencionado
ninguno de'los cerdos vacunados debe tener temperatura mayor a 40, 3C
en las primeras 24 hrs. En tanto que los animales del lote control debe-
rdn presentar fiebre de 41.7C o mds dentro de las primeras 16 hrs., -
o de 40.9°C dentro de las 48 hrs. siguientes a la exposicién, también de-
berd observarse en estos animales signos caracterikticos de la enferme-

dad,
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CAPITULO I
RESULTADOS

Ocho dfas antes de la fecha fijada para la exposici6n (14 dias después --

de la vacunacién), se presenté un cuadro neuménico en los cerdos. Muri6
un cerdo del lote de la vacuna experimental y otro de la vacuna comer- -
cial. Se practicé la necropsia de donde se logrS aislar e identificar Pas-

teurella multocida, a partir del pulmén. Se practicaron antibiogramas -

y la bacteria aislada result6 sensible a la cloromicetina. Los cerdos se-

trataron durante cuatro dias.,

Siete dias después de dar por terminado el tratamiento se eliminaron tres
cerdos del experimento, por presentar signos de enfermedad en el mo- -
mento de la exposicién, uno de ellos pertenecia al lote control, otro al de

la bacterina y uno més al de la vacuna comercial,

Los cerdos restantes se expusieron a 200 millones de unidades formado—
ras de colonias, de la Cepa El-6 de Exposicién Americana, por via intra-
muscular, Esto se realizé 25 dias después de la inmunizacién de los cer-

dos.

Las pruebas de esterilidad, inocuidad, identidad y pureza, fueron satis--
factorias para cada uno de los productos en estudio. En cuanto a las prue-

bas de potencia, se tienen los siguientes resultados.

Lote de la bacterina de referencia.- Se presenté un esquema febril co--

mo se muestra en la gréfica No. 1, en el que se observa que ninguno de -
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los cerdos manifest6 fiebre de 40.3C durante las primeras 24 hrs. de -
la exposicién. De hecho, ninguno rebasé las 40.1C en los siguientes dias
a excepcion de la mdxima temperatura registrada por uno de ellos de - -

41,1 al sexto dia, lo que no es significativo.

Ninguno de los cerdos presentd lesiones cutdneas ni modificaciones en el

comportamiento general.

De acuerdo con el Estdndard de Requerimientos B-46 para vacunas y bac
terinas del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Nortea

mérica ninguno de los cerdos puede considerarse susceptible (21).

Lote de la vacuna comercial. - Ninguno de los tres cerdos restantes en -
T

este lote present6 fiebre superior a los 40,9C durante mas de 48 hrs., -

(grdfica No. 2). Uno de los cerdos presentd una lesi6n caracterfstica en

la regi6n dorsal. Ninguno presenté cambios en el comportamiento general,

Lote de la vacuna experimental. - De los siete cerdos de este lote, ningu-

no presentS temperatura de 40,3 en las primeras 24 hrs. ni mantuvo -
fiebre de 40.9C por m4s de 48 hrs, (grifica No, 3). Las variaciones ob-
servadas son minimas, con 1.5C, de diferencia mdxima. En los siguien-
tes dias se hace mucho més estable, siendo la diferencia de 0.5C entre -
la temperatura minima y maxima hacia el 5° dia de la aplicaci6n de la do-
sis de prueba.

Ninguno de los cerdos presentS lesiones cutdneas ni cambios en el com --

portamiento general,
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De acuerdo con el estdndard de requerimientos B-46 para vacunas y bac-

terinas del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Nor--

teamérica ninguno de los cerdos puede considerarse como susceptible (21).

Lote control.- Const6 finalmente de cinco cerdos, presents el cuadro -

fébril que se muestra en la grdfica No. 4.

Cuatro de los cinco cerdos, presentaron fiebre igual o superior a 41,7C
durante las primeras 24 hrs., 0 sea un 80% y en forma alterna, ese mis
mo 80% presenté fiebre de 40.9°C por m4s de 48 hrs., a lo largo de la -
observacién., Uno de los cerdos mostrS fiebre hasta las 72 hrs., en que
alcanz6 40,5%C para bajar luego a 40.1C a las 96 hrs. Sin embargo, se
mostraba sumamente decaido y anoréxico, por lo que, de acuerdo con el
estdndard de potencia, se procedi6 a sacrificarlo. Como producto de la A

necropsia se aisl6 E. rhusiopathiae a partir de liquido peric4drdico.

Todos los controles presentaron manchas metastdsicas caracteristicas-

en diversas localizaciones del cuerpo.

De esta forma el 100% de los controles se consideran susceptibles, de --
acuerdo al Estdndard de Requerimientos B-46 para vacunas y bacterinas
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norteamérica

(21).
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CAPITULO 1V
DISCUSION

A pesar de la neumonia presentada en forma critica durante el periodo -
de inmunogénesis, los cerdos de los lotes de la vacuna experimental y de
la bacterina de referencia, desarrollaron una buena respuesta inmunolS-

gica contra Erysipelothrix rhusiopathiae, al pasar satisfactoriamente --

las pruebas de potencia. Sin embargo cabe suponer que la infeccién y la-
antibioterapia influyeron en forma negativa en los resultados, que en --

otras condiciones pudieran haber sido mejores aiin.

Dado el reducido nimero de cerdos finalmente utilizados en el lote corres
pondiente a la vacuna comercial, no se puede comparar los resultados en

las vacunas en experimentacién,

La vacuna experimental resulté superior a la bacterina de referencia uti
lizada, ya que protegié en un 85.7% a los cerdos expuestos, en tanto que

l2 bacterina lo hizo en un 80%.

De acuerdo al Estdndard de Potencia del Departamento de Agricultura de-
los Estados Unidos de Norteamérica, la vacuna experimental y la bacteri
na de referencia proporcionada por el Dr, Shuman, son satisfactorias, -

ya que pasaron las pruebas establecidas por este Departamento (21).
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CAPITULO V

RESUMEN

En 1973, se aislé una cepa de E. rhusiopathiae en el Edo. de Hidalgo, a

partir de la tonsilla de un cerdo, que no tenia erisipela. Esto motivé, --
dado que es una zona libre de erisipela y que se trataba de un hato sin va
cunacién, a llevar a cabo estudios conduncentes a conocer las caracteris

ticas de la cepa aislada.,

Durante once pases sucesivos en ratones, no revertié a la patogenicidad.
Y en aglutinacién cruzada con otras 17 cepas de campo aisladas en Méxi-
Co, reaccion6 con el 77% de los anticuerpos, con esta cepa se preparé —
una vacuna experimental, Su potencia en cerdos se compar6 con la de --
una vacuna comercial y una bacterina de referencia del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos. Los cerdos inmunizados fueron "de-
safiados" con la cepa E1-6 de Exposicién Americana, empleando como --

controles cerdos sin inmunizar.

La vacuna experimental resulté superior a los otros inmundgenos, ya que
protegi6 en un 85, 7% a los cerdos expuestos en tanto que la bacterina de-
referencia lo hizo en un 80%, la vacuna comercial no pudo ser evaluada, -

Los controles fueron susceptibles en un 100%.
CONCLUSIONES

1.- La vacuna experimental confirié una buena inmunidad contra erisipela
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porcina, al probarse con una cepa de exposicién estandarizada.
2.- El experimento y los resultados son v4lidos ya que los cerdos del lo-
te control fueron susceptibles en un 100% y los inmun6genos utilizados --
cumplieron satisfactoriamente los requerimientos del Estdndard de Po--
tencia del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norte -

américa (21),

3. - Se hace necesario tipificar la Ccepa vacunal en un Laboratorio de Re-

ferencia para disponer de un Patrén de la semilla.

4. - Es importante comprobar, la no regresion a la patogenicidad de la -

cepa vacunal,

5.~ Se requiere hacer estudios para conocer el periodo de inmunidad con
ferida por esta cepa, y es deseable que éste abarque cuando menos el --
periodo productor de la hembra,

Es necesario conocer también si hay transmisi6n pasiva de esta inmuni—
dad, Otro aspecto interesante es conocer los efectos secundarios de es-
ta vacuna.

6. - Se hace necesario el disefio de un método de produccitn a escala in--
dustrial de esta vacuna que incluya el proceso de liofilizacién, compati~--
ble con la supervivencia de un nimero de unidades formadoras de colo- -

nias equivalentes al inoculado en la presente experiencia,

7. - Por otro lado se sugiere practicar las pruebas de campo necesarias-

para garantizar la eficacia del producto en la lucha contra la erisipela --
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porcina y de otras especies en México.

8, - Finalmente se recomienda determinar el comportamiento de la cepa
vacunal en humanos, que han tenido contacto con los animales vacunados,

mediante la bisqueda de anticuerpos.
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