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RESUMEN.

t.inob: llus pleurepneumoniae es el agente causal de la
Pleuroneumenia Contagiosa Porcina (PCP), la cual continGa siendo
un problema serio en aquellas explotaciones porcinas en las que
la enfermedad se presenta.

El trabajo que aqui se describe fué el primer paso en el
establecimiento de un modelo experimental de la infeccién que
permitiera un estudio de 1los posibles antigenos comGnes entre
serotipos de A, pleuropneumoniae gue eventualmente permitan
desarrollar un inmunégeno polivalente.

Se determiné la dosis letal 50% de A, pleurcpneumoniae
serotipo 1 en ratas de 8 dfas de edad. La bacteria se cultivd en
Agar Infusién Cerebro cCorazén (BHI) suplementado con 0.001% de
dinucleétido de nicotinamida (NAD). E1 cultivo se ajusté a una
densidad é6ptica de 1 a 590 nm de absorbancia que equivale a 10°
UFC/ml, a partir de esta suspensién se hicieron diluciones loga-
ritmicas y grupos de ratas fueron inoculadas intraperitoneal-
mente (IP) con 0.5 ml de cada dilucién, registrandose la mortali-
dad a las 24 y 48 h postinfeccién. La dosis letal 50% resulté ser
de 10%:572, gjendo similar a 1la reportada por otros investiga-

dores para roedores (17, 38).

III



La ventaja potencial de este modelo es la posibilidad de
inmunizar ratas adultas con diversos inmunégenos preparados a

partir de los diferentes serotipos de A. pleuropneumoniae y

desafiar a su progenie con el serotipo homSlogo o heterblogo.
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1. INTRODUCCION

1.1. Propiedades wmorfolbégicas y bioguimicas de Actinoba-

cillus pleuropneurgniac.
A.. pleuropneumoniae es un cocobacile o bastén pleomérfo

fermentativo, Gram negativo, con formas filamentosas ocasionales,
gncapsulado, de aproximadamente 0.5 a 1.5 um de largo por 0.3 um
de ancho, es inmévil y no produce esporas. Depende del factor V
conocido como NAD. No requiere del factor X o hemina. Crece en
la cercanfa de las colonias de S. aureus productoras de NAD, fe-

némeno gue se conoce como satelitismo (6, 19).

Algunas de las caracteristicas biogquimicas se muestran en el

Tabla 1 (16).

1.2. Pateogenia y patologia.

La enfermedad eé producida experimentalmente por inoculacién
intratraqueal de A, pleuropneumoniae en cerdos susceptibles (36).
La enfermedad ocurre cuando el microorganismo evade los mecanis-
mos de defensa del tracto respiratorio superior, siguiendo 1la
colonizacién y multiplicacién de los organismos a nivel alveoclar
que depende de uno o varios factores de virulencia, gque parecen
ser, la presencia de capsula, exotoxinas y/o endotoxina y lipo=-

1



TABLA 1

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL A. pleuropneumoniae.

FACTOR V
FACTOR X
CATALASA
NITRATOS
OXIDASA
UREA
INDOL
CITRATOS
VOGUES-PROSKAUER -
ROJO DE METILO -
HEMOLISIS BETA +
- LACTOSA -
RIBOSA -
XILOSA +
ARABINOSA -
DULCITOL
INOSITOL
DEXTROSA
FRUCTOSA
FOSFATASA ALCALINA

1+ +a o+

+ + + 1

(+) POSITIVO, (-} NEGATIVO, (d) DUDOSO



polimsacAridos ptovoéando la activacién de varios sistemas biol6-
gicos, pudiendo causar trombosis, vasculitis, exudacién y hemo-~
rragia. El LPS resulta citotéxico para los macr6fagos alveolaraes

del cerdo y células mononucleares de sangre perif8irica (36).

La bacteria libera una o més hemolisinas y se han identifi-
cado 3 diferentes patrones. hemoliticos (10).

1.3. Transaisi6n.

A, plourcopneyponiae es transmitido por aerosol entre los
cerdos en contacto estrecho. Clinicamente, el patxén de la infec-
cién se centra en clertos chiqueros a irradia desde ellos con una
severidad s incidencia disminuida. Las condiciones ideales para
el aerosol pueden aumentar la velocidad de diseminacién y al
parecer una gran humedad y los vientos moderados muy a menudo se

encuentran asociados con los brotes agudos (22, 23).

1.4. Signos clinicos.

los sintomas mostrados por animales recientemente infectados
depende de su estado de inmunidad y de la presencia o de la
augencia de patégenos respiratorios, La enfermedad generalmente
se ve caracterizada por la pérdida de peso, que por otro lado se
ve aumentada por el estres gue produce el transporte de los

animales o el frio (14, 24).



La enfermedad sobreaguda usualmentas se presenta comoc muerte
sibita. Algunas veces las extremidades son cianéticas, puediendo
- haber hemorragia en nariz y boca, con fiebre de 41.5 C. La
muerte puede ocurrir dentro de 24 a 46 h debido probablemente a

endotoxemia, aunque algunos pueden sobrevivir (14, 24).

En casos agudos los cerdos presentan sintomas respiratorios
como disnea, con respiracién diafragmitica ré&pida; puede obser-
varse anorexia; inmovilidad y generalmente presenta fiebre pu-~
diendo ser de 40.5 - 41 C. Los casos subagudos y crénicos pueden
mostrar vagos sintomas respiratorios, un incremento en la fre-
cuencia de tos y se reduce la proporcién del crecimiento (14,

24).

1.5. Diagnéatico.

Hay cuatro métodos diagn6sticos para la deteccién de la
infeccién por A, pleuropneumcnjae en el cerdo: a) los sintomas y
curso de la enfermedad en el cerdo y la manada, b) hallazgos
postmorten, c) aislamiento de la bacteria del tracto respiratorio
y d) por serclogia (22). Los signos clinicos se describen an-

teriormente.

Las lesiones postmorten se caracterizan por fibrosis lobular

junto con pleuritis. En el laboratorio el aislamiento y carac-



terizacién del p. pleuropneumoniae, es necesario para excluir a
cualquier otro agente como probable causa de neumonia; la muestra
puede obtenerse de los pulmones en casos sobreagudos y agudos de
pleuroneumonia. En una infeccién generalizada pueden obtenerse

crecimientos de higado y bazo (23).

El diagnéstico serolégico es muy importante para el manejo
del problema infeccioso ya que permite detectar los animales
enfermos crénica y subclinicamente, para eliminar posibles

fuentes de infeccién (23).

1.6. Inmunidad.

varios factores influencian el curso de la pleurcneumonia en
el cerdo, uno muy importante es la inmunidad, Después de 2 6 3
semanas de un brote agudo, la morbilidad decrece debido al
desarrollo de inmunidad en la manada. Las hembras ceonfieren
inmunidad pasiva a sus crios, y esta inmunidad los protege du-
rante las primeras semanas de vida. Casos agudos se observan en
lechones de 3 a B semanas de edad cuando los niveles de anticuer-
pos del calostro han declinado a niveles bajos; casos severos
pueden ocurrir en animales no inmunes que se introducen a la

manada (23).



1.7. Distribucidn.

La Pleuroneumonia Contagliosa Porcina (PCP), producida por
A. pleuropneumoniae se ha reportade précticamente en todos los
paises donde hay produccién de cerdos: Alemania, Argentina,
Australia, Bélgica, Brasil, canada, Corea, Dinamarca, Estados
Unidos de Norteamerica, Finlandia, Francia, Holanda, India,
Inglaterra, Irlanda, Italia, Japdén, México, Rumania, Suecia,

suiza, Taiwan, Venezuela y Yugoslavia (22).

1.8. Prevencisn y Control.

Para el contreol y prevencién de la PCP deben tomarse en
cuenta varios factores entre ellos la inmunidad de la granja. El
serodiagnéstico proporciona la manera m&s facil de localizar a
los animales crénicamente enfermos y la exclusién de los animales
portadores. La vacunacién que se ofrece hoy en dia previene la
mortalidad pero no evita la aparicién de la forma crénica de 1la

enfermedad ni de portadores sanos (22).

La introduccién de inmunégenos a base de fracciones (cipsu-
la, endotoxinas o exotoxinas) acompafiados de adyuvantes emulsio-
nados (aceite en agua), podrdn en un futurc proporcionar mejores

resultados en la prevencién de la enfermedad (18).



1.9. Dosis Letal 50% (DL50).

La virulencia de una cepa bacterlana, debida fundamental=—
mente a su invasibilidad, toxigenicidad o combinacién de ambas,
se valora habitualmente en funcién de la dosis media que puede
matar al 50% de los animales inoculados en un determinado perifodo
de tiempo y el ntmero de _bacterias necesarias para obtener este

resultado se denomina DLSO (7).

Zbinden y Flury-Roversi (1981) han enfatizado que 1la DL50
depende de la especie animal, el sexo, edad, cepa y otros fac-
tores dentro de la especle, o bien de la dieta, forma de adminis=-

traci6én, factores amblentales, etc. (42).

Para estimar la DL50 se involucra primero cambiar una serie
de domims (cantidades, concentraciones de la sustancia o bacteria
a probar) y segundo las dosis usualmente se realizan con una
sacuencia geométrica (0.08, 0.12, 0.18, 0.27) de manera que el
logaritmo de las dosis esten igualmente espaciados; aungue esto

no es esencial (9).

Para evitar el costo que implicaria el empleo de grandes
cantidades de animales y muchas diluclones de prueba; Reed y
Munch (1938), desarrollaron un método para calcular la DL50. Este
método es aplicable principalmente a series completas de titula-

cién; es decir desde un 0% de mortalidad hasta un 100% (7).



1.9.1. Justificacién del problema.

Actinobacillus (Haemophilug) pleuropneumoniae es el agente
etiolégico de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina (PCP), en-
fermedad respiratoria usualmente de presentacién aguda y causante
de graves pérdidas econSmicas en las granjas en las cuales se
presenta esta enfermedad, debido a la elevada mortalidad de
cerdos en crecimiento y al retrazo del crecimiento de los mismos

(39).

Hasta el momento se han descrito 12 serotipes de A. pleurop=
neumonjiae en base a sus antigenos capsulares (11, 17, 21, 28, 29,
30, 31, 34). En México los serotipos prevalentes encontrados

parecen ser 1, 2, 5y 7 (4, 8).

La enorme diversidad antigénica mostrada por esta bacteria
ha complicado el control de la PCP, pues se ha observado que la
infeccidn natural induce en los animales sobrevivientes una
inmunidad sélida y polivalente (13, 27), mientras que los ani-
males inmunizados artificialmente s6lo quedan protegidos contra

el serotipo hombélogo {18, 25, 26, 27).

Dado gque el fGnico hu&sped natural de A, pleuropneumoniae
identificado hasta el momento es el cerdo (37) y las dificultades

inherentes a la experimentacién con esta especie animal,



se hace interesante el desarrollo de un modelo experimental que
permitiera el an&lisis sistem&tico de las caracteristicas anti-
génicas de los diferentes serotipos de A, pleuropneumoniae con

miras a desarrollar un inmun&geno polivalente.

Investigadores interesados en estudiar las propiedades
biolségicas de anticuerpos contra el polisacdrido capsular del
Haemophilus influenzae tipo b patégeno del humano (género al gue
anteriormente pertenecié A. pleuropneumoniae) han empleado un
modelo experimental en ratas lactantes (1, 12). En este caso
ratas de 8 dias de edad inoculadas con este microorganismo por
via intraperitoneal (IP) muestran una bacteremia detectable 24 h
post-infeccibén; esta bacteremia desaparece en animales inmuniza-
dos pasivamente con anticuerpos anticapsulares (12). Este tipo de
modelo biolégico seria interesante explorarlo para A. pleuropneu-—
monjae pensando lé‘r'\'luna posible inmunizacién de ratas hembras

adultas seguido de apareamiento y desafio a la progenie.



2. OBJETIVOS

Establecer la posible virulencia del Actinobacillus pleurop-
peumoniae serotipo 1 en la rata de 8 dias de edad inoculadas por

via intraperitoneal.

ESPECIFICOS:

- Establecimiento de un método para cuantificar suspen~
siones bacterianas de A. pleuropngumoniae y poder determinar con

precisién las dosis aplicadas a los animales.

- Determinar la dosis letal 50% en grupos de ratas de 8 dias
de edad inoculadas por via intraperitoneal con A. pleuropneu-
poniae serotipo 1.

i0



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. BACTERIA.

Se utilizd una cepa de A. pleuropneumoniae (ATCC 27088)
serotipo 1 proporcionada por la Escuela Nacional de Ciencias
Biolégicas del Instituto Politécnico Nacional (IPN) 1la cual se

mantuvo a -196 C (nitrégeno liguido)} suspendida en suerc de equi-

no.

3.2. CUOLTIVO DEL MICROORGANISMO.

Se utilizé medio Agar Infusidédn Cerebro Corazén (BHI) suple-

mentado con 0.001% de NAD.

Se sembrd en forma masiva la cepa de A. pleuropneumoniae en
este medio incub&ndolo a 37 € durante 24 h.

3.3. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DEL MICROOR—
GANISMO.

a) Tineién de Gram:

Se realizé un frotis de la bacteria la cual se fijé
por medio de calor, las células posteriormente se tifieron con
cristal violeta por 1 min, se lavaron y se trataron con una

solucién de yodo por 1 min.

11



Posteriormente se llevé a cabo una decoloracién con alcochol
acetona por unos segundos y se lavb; después se empled una con-

tratincién con safranina por 1 min (5).

b) Prueba de Ureasa:

Se inoculd un tubo con caldo Urea de Christensen sin NAD con
un cultivo de la bacteria crecida 18 h en agar BHI complementado.
Se cosechdé la bacteria con SSF 0.15 M, 1avando.por centrifugacién
dos veces 15 min a 4000 rpm. Una gota de la suspensiébn obtenida
se coloed en los tubos de urea; la obtenciédn de un color rojo o

rosado indicé ureasa positivo (19).

c) Prueba de Satelitismo:

Se realiz6 haciendo una inoculaci6n a 1o largo de toda la
placa de agar BHI y colocando posteriormente un inéculo de 1la
cepa nodriza de S, aureus perpendicular al estriado de la bacte-
ria examinada. Una reaccidn positiva fué cuando el Actinobacillus

creci6 en l1a pariferia de la cepa nodriza (4).

d) Fermentacién de Carbohidratos:

Se inocularon tubos conteniendo 3.0 ml de caldo Rojo €£enol,
con 1% del carbohidrato a probar y 10 u/ml de NAD con un cultivo
de A, pleurcpneumoniae de 18-24 h de crecimiento.

12



El cambio de coloracién en el medio de rojo a amarillo
indic6é una prueba positiva al carbohidrato que contenfia ese tubo

(19).

3.4. ANIMALES.

Se utilizaron ratas cepa Wistar de 8 dias de edad con un
peso aproximado de 8 a 10 g, 8in importar el sexo, se alimenté a
las madres con alimento Purina para ratas; estas fueron criadas
en el Laboratorio de Inmunologfia de la Coordinacién de Estudios

de Posgrado de la FES-C.

3.5. DETERMINACION DE LAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA
{OFC) .
1) Se cultivé la bacteria en el medio BHI suplementade con

NAD.

2) Se cosechdé en solucién salina fisiolégica (SSF) Nacl

0.85%, estéril.

3) Se ajusté la suspensién bacteriana a una densidad 6ptica
de 1.0 a 590 nm de absorbancia diluyendo con SSF estéril.
4) Se realizaron diluciones logaritmicas de la suspensién

bacteriana con caldo BHI (1671, 1072, 1073, 1074, 1075,

1076, 107, 1078, 10~?, 10710),

13



5)

6)

7)

Se tomaron 20 ul de cada dilucidén y se sembrarcn en pla-

cas de BHI suplementado con NAD 0.001%.
Se incub& a 37 c.

Se determiné las UFC/ml contando el nfimero de colonias
que se encontraran en la dilucién mayor y en que

estas pudieran distinguirse individualmente.

3.6. DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50% (DL50).

1)

2

3)

4)

5)

Se cultivé la bacteria, se coseché y se ajusté la suspen-
sién bacteriana a una densidad 6ptica de 1.0 a 590 nm

(17).

Se realizaron las diluciones correspondientes ajustando a
la dosis deseada (1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104,

103, 102, 10%).

Se formaron grupos de ratas de 8 dfias de edad como se
muestra en la Tabla 3 y fueron inoculadas por via IP con

0.5 ml de cada dilucién.

Se inocularon 3 controles por cada dilucisn probada con

0.5 ml de SSF estéril por via IP.

Se determiné la mortalidad a las 24-48 h.

14



6)

Se calculé la DL 50 de acuerdo al método de Reed y Munch

(32).

3.7. AISLAMIENTO DE A. pleurcopneumoniae A PARTIR DE RATAS

1)

2)

3)

4)

INOCULADAS.

El aislamiento de A. pleuropneugonise se realizé en
nmuestras de bazo, de pulmén y de sangre de las ratas
inoculadas a los 8 dias de edad que pudieron ser mues-
treadas dentro de las 2 h posteriores a la muerte y de

las ratas sobrevivientes.

El o6rgano completo de bazo y de pulmén, por separado,
fueron macerarbn en morterc en condiciones de esterili-

dad.

Los animales sobrevivientes fueron anesteciados con é&ter
para obtener muestras de sangre por puncién cardiaca
enpleando una aguja de tuberculina, y recolectandola en

tubos que contenian EDTA.

Del macerado de bhazo, de pulmén y de la muestra sanguinea
se tomé una asada haclendo una inoculacién a lo largo de
toda 1la placa de agar BHI y se tolocéd el inSculo de 1la
cepa nodriza de §. aureus perpendicular al estriado de

la placa.

15



4) Se incubb a 37 C, 24 h.

5) El1 aislamiento fué positivo cuando se aislaron colonias
pequefias, de aspecto opaco y de bordes redondeados, gque
mostraron dependencia hacia la cepa nodriza de S, aureug

.

16



4. RESULTADOS
4.1. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DEL MICROOR-
GANISMO.

En la Tabla 1 se resumen los resultados de las pruebas
realizadas para identificar al microorganismo en estudio. Encon-
tréndose gue el microorganismo corresponde de acuerdo a la liter-

atura a A. pleuropneumoniae (6, 16, 19).

4.2. DETERMINACION DR LAS UFC.

En la Tabla 2 se resumen los resultados de la determinacién
de UFC encontrindose que a una longitud de onda de 590 nm y un
valor de absorbancia de 1 el nimero de UFC/ml es 109,

4.3. DETERMINACION DE LA DLS0%.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la letalidad del

A. pleuropneumoniae serotipo 1.

En la Tabla 4 se muestran los c&lculos de la DL 50% segln
Reed y Munch (1976) encontrdndose una DL50% de 106:572 con una

desviacién est&ndar de +/- 0.4.

En la Figura 1 se muestra la curva dosis respuesta utilizada
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para valorar la virulencia bacteriana, el aspecto sigmoide de la

curva se debe a un comportamiento estadistico normal.

4.4. AISLAMIENTO DE A. pleuropneumoniae EN RATAS DESAFIADAS.

En la Tabla 5 se muestran los resultados del aislamiento de

A. pleuropneumoniae encontrindose que 88lo fué posible aislarlo

en las muestras de bazo.
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TABLA 2

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE
Actinobacillus pleuropneumoniae.

PRUEBAS RESULTADOS

Gram
Ureasa
Satelitismo
Indol
Citratos
D-Lactosa
Dextrosa
Maltosa
Manito!
Sacarosa
Nitratos

+ 4+ 4+ 001+ 20

(*) POSITIVO, (-} NEGATIVO, () DUDOSO,



TABLA 3

DETERMINACION DE UFC/mi DE A. pleuropneumoniae SEROTIPO 1.

REPETICION [ DILUCION® | # DE COLONIAS UFC/ml
1 10" 328 1.60 X 10°
2 10° 224 112 X 10°
3 10~ 93 4.60 X 10"
4 10° 85 1.46 X 10°
5 10" 181 8.00 X 10°
6 10" 20 1.05 X 10°
7 10° 29 : 1.47 X 10°
8 107 154 7.00 X 10°
9 10° 116 5.00 X 10°
10 10™ 269 1.30 X 10°
11 10°* 144 7.20 X 10°

* DILUCION MAYOR EN LAS QUE LAS COLONIAS PUDEERAN OISTIMGUIRSE IMOIVIDUALMENTE,
LA LECTURA SE REALRO A UNA LONGITUD DE ONDA OE 550 nm,



TABLA 4

LETALIDAD DE A. pleuropneumoniae SEROTIPO 1 EN
RATAS INOCULADAS INTRAPERITONEALMENTE A
LOS 8 DIAS DE EDAD.

No, DE MUERTOS

DOSIS/RATA TOTAL
10" _ 9/10
10° 13/13
10 ° 23/27
107 18/23
10 ¢ 7/13
10° 5/13
10 ° 8/13
10°? 1/5
10 2 175
10 0/5




TABLA 5

DETERMINACION DE LA DL50%

posis LETALDAD ::zn;’o: “:rv: MuERTOR* | VIVOS - "7"::1:’ 4 -‘:ms

17
10, 9/10 9 1 85 1 85/86 98,83
10, 13/13 13 0 76 1 76/77 98.70
10, | 23/27 23 4 63 5 63/68 92.64
10, 18/23 18 5 40 10 40/50 80.00
10, 7/13 7 6 22 16 22/38 57.89
10, 5/13 - 5 8 15 24 15/34 44.11
10 R 8/13 8 5 10 29 10/39 25.64
10 ) 1/5 1 4 2 33 2/35 571
10 , 1/5 1 4 1 37 1/38 2.63
10 0/5 0 5 0 42 0/42 0.00

* ACIMULADOS
% DE MOATALDAD A LA DRUCION SIGUIENTE POR ENGMA  DEL 50% = 50%
DL 50% =

% DE MOATALIDAD A LA DLUCION POR ENCIMA DEL S0% = % DE MORTALDAD A LA DILUCION POR DEBAJO DEL SO%

= 0.572

57.89 - 50% 788
DL 50% 5789 - 44.11 = 1m

Bsr2
DL 50% = 10

/- 044

[
[¥]



TABLA 6
CURVA DOSIS RESPUESTA

% DE MORYALIDAD

120

100

60

401

] 1 ]

8ot ’ -

o

1 2 3 . 4 5 6 7
DOSIS UFC/mi
-Log. DE BASE 10

10



TABLA 7

AISLAMIENTO DE ﬁ pleuropneumoniae A PARTIR DE SANGRE,
BAZO Y PULMON DE RATA INOCULADA A LOS 8 DIAS
DE EDAD.

No.DE AISLAMIENTOS / TOTAL DE RATAS MUESTREADAS

SANGRE ' BAZO PULMON
8/8 8/8 0/8

* SOLO SE IKTENTO B} AISLAMENTO EN AQUELLOS ANMALES QUE PUOIERON SER
MUESTREADOS DENTFO DE LAS PREMERAS DOS HORAS POST-MORTEN.



5. DISCUSION..

Los resultados aqui presentados representan los primerocs de
este tipo en los que se utiliza la rata como modelc animal
experimental para la infeccién con A, pleuropneumconiae. Varios
investigadores han uti.lizado otros animales de laboratorio para

el desarrollo de un modelo animal:

-~ Sebunya 1982, desarroll$§ un modelo utilizando ratones albi
nos de 15~25 gemanas de edad, los cuales fueron inoculados
intranasalmente (IN) con A, pleuropneumoniae serotipos 1y S
con lo que se encontré una DL entre 1.4 x 105 y 5,4 x 107 la
cual producia lesiones hemorr&gicas en pulmén. En eate
modelo se evalud la eficacia de vacunas .xparinent_ales an

las que la vacunacién no fué efectiva (38).

- Nakail 1989, analiz6 la susceptibilidad a la cepa SH-15 de
A, pleuropnsumoniss serotipo 2 en cuyos de 5 semanas de
edad, ratones libres dJde patégenos especificos (SPF) de 5
sensanas de edad, "cotton rats” de 2 meses de edad y pikas
afganas de 3 meses de edad, los cuales tuerc;n inoculadas por
via IN, IP, intratecal (IT). Los cuyos, cotton rats y pikas
atganli murieron 2 dias después de la inoculacién IT o IP
pexo no murieron por 1la IN; los ratones albinos fueron

refractarios al microorganismo (20).
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Recientemente Komal y Mittal 1590, evaluaron la variacién
de la virulencia de diferentes serotipos de A. pleuropneumoniae
del 1 al 12 por inoculacién IN o IP en el ratén observandose gue
los serotipos 1, 5, 9, 10 y 11 fueron mids viruléntos que los

serotipos 2, 3, 4, 6, 7, 8By 12 (17).

La razén de haber utilizado a la rata como modelo experimen-
tal se derivé de los estudios con §, influenzae en los que se usé
un modelo muy similar al agqui descrito para estudiar algunos
aspectos relacionados con la actividad inmunogénica de compo-

nentes de esta bacteria (12).

La DL 50% de A, pleuropneumoniae para la rata de 8 dias de
edad es mucho mayor que la reportada para H, influenzae (12). Sin
embargo, es similar a la que otros investigadores han reportado

para roedores (38, 17).

Los resultados agui reportados sientan las bases para traba-
jos futuros en los que puede empezar a analizarse sistemitica-~
mente componentes de A, pleuropneumoniae asociados con una
reépnesta inmune polivalente. En este sentido, puede ahora inmu-
nizarse ratas hembras adultas con diversos inmunfgenos y llevar a
cabo un desafio de la progenie con el serotipo homSlogo o heters-
logo. De hecho, trabajos de este tipc ya se est&n realizando con
resultados promisorios utilizando extractos capsulares o protei-
cos como inmunégenos.
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Es importante tomar en cuenta las diferencias biolégicas
entre el animal experimental y el huesped natural, que por ejem-
plo, se reflejan en las cuentas leucocitarias (Tabla 6) entre
ambos. Asi, en promedio ¥y en términos porcentuales, el cerdo
tiene menor cantidad de linfocitos que la rata y esta Gltima un
poco més de la mitad de neutr6filos gue el primero (2, 40). No
obstante, el mérito de un modelo experimental es evaluar en
primera instancia y en condiciones facilmente reproducibles y
controladas parémetros que de ser relevantes a la respuesta
inmune en estudio, tendrédn que ser eventualmente corroborados en

el huesped natural (41).

Desde luego este modelo tiene una limitante importante, sélo
evalta la inmunidad asociada con anticuerpos circulantes (que son
los que la rata pasivamente transfiere a su progenie) dejando de
lado la participacién de la inmunidad celular, en este sentido se
pueden citar los resultados de Bhatia y Mittal 1991 quienes no
pudieron asociar la inmunidad celular con proteccién en el

ratén (3).

Asi mismo podria pensarse que dado gque sBe est& induciendo
una infeccidn sistémica el efecto inmune contra esta podria no
ser relevante por la infeccitn natural que hasta donde se sabe
afecta fundamentalmente al tracto respiratorio. En este sentido

lo que puede decirse es que hay casos bien documentados en donde
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esta aparente incongruencia no es tal. Asi Bordetella pertussis
produce en los nifios una infeccién del tracto respiratorio, 1la
tosferina que normalmente se previene con una bacterina; el
ensayo gue internacionalmente se acepta para evaluar la potencia
de estas bacterinas, b&sicamente por su alto grado de correlacién
con el comportamiento del biol6gico en nifios, es el desafio por
via intracerebral de ratones inmunizados, en donde el grupo
control eventualmente muere al cabo de unos cuantos dias postin-

feccién (15, 33).

Este ejemplo jlustra y sustenta la posibilidad de definir
experimentalmente un mecanismo inmune mediante un tipo de infec-

cién distinto al de la infeccién natural.

En conclusién, los resultados que aqui se presentan ademis
de ser los primeros de su tipo dan pie a estudios futuros en
donde pueda empezar a estudiarse la actividad inmunogénica de
diversos componentes de A. pleuropneumoniae con miras a proponer

un inmunégeno polivalente.
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TABLA 8

PORCENTAJE LEUCOSITARIO DEL CERDO Y LA RATA

CELULAS (%) CERDO RATA
LEUCOCITOS (15-22) x 107ul (5-25) x 10 Tul
NEUTROFILOS 30-35 9-34
LINFOCITOS 55-60 65-84
MONOCITOS 5-6 0-5
EOSINOFILOS 2-5 0-6
BASOFILOS <1 0-1.5

(2, 40)



1.

N

6. CONCLUSIONES

Se demuestra, por primera vez, 1la letalidad de A. pleu
ropneumoniae serotipe 1 para la rata de 8 dias de edad,
encontrandose una dosis letal 50% de 10%:572 jinoculada

por via intraperitoneal.

Este tipo de resultados sientan las bases para un modelo
experimental que permita la evaluacién de diversos com-
ponentes de A, pleuropneumoniae mediante la inmunizacién
de ratas hembras adultas seguido del desafio de su proge

nie.
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