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VI. RESUMEN

La pleuroneumonia porcina causada por Agtinobacillus pleu-
ropneumoniae es una enfermedad de gran importancia a nivel mundi-

al.

En los ultimos 20 afios los estudiosos de é&ste problema se
han dedicado a investigar diferentes aspactos relacionados con la
enfermedad y el agente eti.oleqico. Se han propuesto diferentes
modelos experimentales de lé infeccién con animales de laborato-
rio encaminados a replicar la infecci6n y buscar alternatjvas de
mejoramiento en el control y cura de la enfermedad. Sin embargo
el problema se complica debido a la presencia de 12 diferentes
serotipos bacterianos.

En el presente trabajo se propone un modelo experimental de
pleuropneumonia producida por Actinobacillus pleuropycumcnias an
ratas Wistar de 8 dias de nacidas.

Se inmunizaron ratas hembras jovenes con células vivas de 6
serotipos de actinobacillus pleuropneumoniae, se aparearon y se
esperd el nacimiento de las progenies para ser desafiadas con
serotipo 1, evaluando asf el efecto inmunizante de cé&lulas vivas
de Actinobacillus pleuropneumopniae serotipo %, 3, 5, 7, 9 y 12
contra el desafio con un serotipo heterélogo.

Los resultados indicaron que los serotipes 5, 7, y 9 inducen
inmunidad polivalente protectora con respecto al sgrotipo‘l,

siendo evidente una mejor proteccién con los serotipo s‘lly 9.‘



Se concluye que es posible replicar el fenémeno de inmunidad
polivalente inducido con bacterias vivas usando a la rata como

modelo experimental.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Agtinobacillus pleuropneumonjiae es un importante patégeno
primario causante de pleuroneumonia, esta enfermedad es altamente
contagiosa en cerdos de todas las edades, afectando principal-
mente el crecimiento normal de cerdos de 2 a 6 semanas de naci-
dos, Esta enfermedad afecta la porcicultura en todo el mundo, ya
que el crecimiento indiscriminado de la misma, trae consigo
elevados niveles de mortalidad, y por lo tanto, disminucién de la
produccién  traduciendose &sto en considerables pérdidas econ6mi=-

cas (5,6,7).

La infeccién en cerdos causada por el genero Haemophilus,
'ha sido reconocida desde hace muchos afios y se han descrito
diferentes especies. Glisser en 1910 (16) describe un bacilo en
suercos de exudaclones de la enfermedad gque llevaba su nombre.
Schermer ¥y Ehrlich en 1922 (16), aislan por primera vez el bacile
causante de la enfermedad de Glisser. Shanks 1939 (16) en Irlanda
del Norte aisla un Haemophillus influenzae suis. Pattison, Howell
Yy Elliot en 1957 (16), describen a un Haemophilus como la causa
de neumonia en cerdos, y lo identifican en 1961 como Haemophillus
parainfluenzae (9,16).



Biberstein y Cameron también en 1961 (16) reportan la existencia
de una enfermedad septisemica en cerdos de California causada por
un Haemophilug dependiente de factor V. Estos reportes fueron
ampliados por Olander en 1963 (16) quien describié e identificé
al organismo causal como Haemophilus parahaemolyticus. La en-
fermedad fue caracterizada como aguda y mortal, con artritis

sobreaguda, disturbios nerviosos y neumonia aguda crénica (9,16).

Shope en 19264 (9,16) nombro Haemophilus pleuropneumoniae al
agente etiolégico de la pleuroneumonia aguda causante de la
nmuerte masiva de cerdos (9,16).

Olander, 1963 y Nicolet en 1968 (16,36) demuestran que
Haemophilus parahamelvticus y Haemophilus pleuropneumoniae eran
identicos (16,36).

Asi mismo Kilian en 1976 (9,25,29) detectf diferencias entre
las caracterfisticas morfolégicas y biogquimicas de los microorga-
nismos procedentes de cultivos de origen humano y porcino; en-
base a estas diferencias y a que la pleuroneumonia es el cuadro
principal que causa el microorganismo de origen porcino, Kilian
propuso dar el nombre de Haemophilus pleuroppeumoniae (9,é5,29).

En todo el mundo, a partir de la década de los 70’s, surgid
el interes por Haemophilus pleurcopneumoniae incrementéndose el
nlmero de reportes de éste agente, asociado con severos brotes de
pleuropneumenia en Europa, Australia, Taiwan, Japbén, Estados

Unidos y Canadd (16,36).



Ln' enfemedad‘se tfansmite por via respiratoria entre ani-
- males enfermos y sanos, puede presentarse en forma aguda o créni-

ca en cerdos infectados natural o experimentalmente (14).

Esta enfermedad es fatal en los animales que la padecen, ¥y
los ‘cerdos’ que sobreviven sufren problemas en el crecimiento
n'omal y‘frecu’ent:emente son"portadores asintomiticos, siendo una
important:e fuente de: transmisién debido a gue poseen a Actinoba-

g,i_u.gg PJ&BL.EB&H.NM 'eh "tracto respiratorio superior
(6,7,16, 20)

La pleuréneu@onlé péiciné esta siendo controlada por vacunas
cién o programas ‘c‘la’"éontr’lol”imetconsisten en evitar la moviliza-
cién de los anirhales"en “la granja, -asl como la eliminacién de

cerdos infectados; Estas: medidas de control requieren del conoci-

‘miento de los serotipos prevalentes en la zona arectada, sin




1.2. CARACTERISTICAS BIOCQUIMICAS Y HORFOLOGICAS

Actinobacillus pleuropneumoniae es una bacteria anaercbia
facultativa, pleomorfica que se agrupa en pares, en cadenas
cortas o en formas filamentosas en cultivos viejos, es una bacte-
ria inmévil, no esporulada , mide de 0.5 a 1.5 micras, es Gram
negativa y requiere de factor V (dinucledStido nicotiamida) o
suero para su crecimliento. Es una bacteria capsulada, lo cual 1le
facilita la colonizacién de tejidos y le provee proteccidn contra

los mecanismos de defensa del hospedero.

Actinobacillus pleuropneumoniae suele producir colonias

lisas, mucoides, redondas, transldcidas, convexas y. briliani';és “en’,:

BHI. Es una bacteria beta-hemolitica, fermentadora de varios. azf~

cares sin produccién de gas (8,14).

Actinobacillus pleuropneumo niae produce dos vtipos de
sinas que reaccionan sobre glﬁhulos rojos de carnero: o ,bovino,v
siendo &sto evidente al formar zonasv‘de Vnyar‘cada hemélisis en.
placas de agar sangre, la cual es uﬁa‘ }cba:’:acéeristica de las
bacterias Gram negativas anagrbbias facultativas., También da '
prueba.de CAMP positiva ‘1o cual esun importante criterio en lé .
diferenciacibn de éste y otros Haemophilus spp en cerdos
'(5,6,7,8,9,12,39)"



)

Los medios de cultivo qué r‘equiere para su aislami;anto deben
ser ricos, tales como BHI, Todd-Hewit, gélosa sangre, gelosa cho-
colate y soya tripticaseina enriquecidos con 0.01% de NAD y 1% de
extracto dé levadura. Al aislar.un'q qépa de  Haemophilus en BHI
o geloéu sangre es necesario utilizar una cepa nodriza de Staphy-—
logogeus aureug la cual proporciona ‘el factor V¥, el tamafio de las

" colonias bncterianas va: disminuyendo conforme se aleja de la cepa

nodriza, fenﬁmeno conocido como satalitismo (8).

- La: resistencia de A_,_ p;g ;: Qneumoniag a .factores fisicos y

variable. En agua es viable durante 3 horas; el

t 1o inactiva, puede mantenerse ‘en 'los medios
khabituales para Bsu crecimiento a nivel de laboratorio, mediante

: pases durante 5 ‘dias en cultivos jévenes(3,25,26).

El 'género Haemophilus estd compuwesto per trés especies
diferentes de importancia veterinaria en la industria poreina:
H. pleuropneumoniae, H. suis y H. parasuis los cuales se pueden

diferenciar con pruebas bioquimicas.



1.3. FACTORES DE VIRULENCIA

La virulencia de las diferentes cepas y serotipes de Actino-
bacillus pleuropneumopniae varia considerablemente Y es posible
que esté en relacién a la composicidn y estructura de la cépsula,
o bien con la cantidad de cipsula adheiente a la cé&lula y del
material téxico (12).

La infeccién con cepas Virulentas desarrolla una severa

pleuroneumonia necrohemor agica ientrasi que la infeccién con

cepas avirulentas no causa lesiones:a’ dosis,similares (12).

Se ha reportade Que i los (erotipos 1 y 5 son nas

virulentas que_l&s ceﬁgsfdé 1 serotipcs 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9

(39).

Dentro de 1osrfgc@ores‘de viiuien;ia podemos encontrar:

a) Un par de egbtoxinas: una hemolisina termol&bil y una

_citotoxina que produce necrosis (39).

b) Una endotoxina termoestable (LPS) la cual produce neu-
monia variable (39).

c) La cépsula.

La virulencia de A. pleuropneumoniae se relaciona principal- -
mente con determinantes antigénicos de origen capsular. Las cepas

virulen?as de A. gJeﬁEogﬂegmogiae poseen cipsulas adherentes,



lo cual se ha comprobado por microscopia electrénica, ids'cualés
son capaces ‘de proteger a 1a bacteria contra 1a accién bacterici—
da del complemento y los anticuerpos. Por otra parte facilita la

colonizacién o prolifaracién bacteriana.

El polisacdrido capsular confiere especificidad a la bacte-
ria, y es posible gque esté involucrado en la fijacién de 1la
cdpsula a la pared celular; contiene gran cantidad de hexosas
principalmente glucosa. Es de naturaleza hapténica y requiere la
presencia de un antigenoc termoldbil que le sirva como acarreador
para inducir una buena o eficiente respuesta inmune humoral. La
pérdida de la cdpsula contribuye a la variacitn de fase de colo-

nia lisa o rugosa y a la pérdida de la virulencia (25,33).

Devenish identific6 dos hemolisinas que son comunes en todes
los serotipos de A. pleuropneumoniae, mientras gue Kamp y Van
Leegoed identificaron una hemolisina termolibil comGn en seroti-
pos 1, 5, 9, 10 y 11; y una citotoxica termol&bil en todos los

serotipos excepto en el 6 (5,19,39).

La actividad de las hemolisinas asi como la de los LPS
(lipopolisacaridos) se asocian con la virulencia de A. pleurop-
neumoniae. Esta demostrado que las hemolisinas extracelulares de

. pleuropneumoniae son filtrables a través de membranas de 0.22
micras, son termoestables, resistentes a la formalina y a la

actividad proteolitica, se encuentran presentes en los sobrena-



dantes. de cultivos bact'tiﬁnos frescos y son capaces de producir

severas 1esiones pulmonares hemorrégicas similaras a: las.induci-

das. por células viables inocularse intraperitonealmente en

Hratones ( ) . R :
; Se ha establecido que ; el LPs de Ag;inmg_iu_g_ gl_ngngg_
mgn_:!,_g_ estﬂ 1mplicado en la patogenesis de la infeccién en cer-
dos, principalmente en la lesiﬁn pulmonar (6,12). _
El LPS de las bacterias Gram negativas, como el de Aggz;ghg:
cillus pleuropneumoniae estd constituido por heptosa; i-éetd‘-j—_
desoxioctanato, lipido A, glucosamina y 4cidos grasos,. es toxico

y altamente inmunogenico (2,3,6,7), sin embargo, esta de'

que una significativa respuesta inmune contra el LPS de Am:\ig_

cillus pleuropneumoniae ocurre sblo como resultado de 1a infec—

cién, viendose muy limitada cuando se inmun;l.zar con,,bacterinas

(3,7).

Mittal ha establecido que 105 antigenos termoestables del
LPS de Actinobacillus p_lg_g;gmg_;m_on;gg tequieren la presencia de
antigenos termolébjles, probablemente prot'.e!.nasf para’ ser inmuno-
genicos e inducir una significativa respuesta inmune humoral
tipo-especifica contra estos antigenos. Lo cual se . observa al’
utilizar hacteria completa (7). Co

El dafio que un componente de superficie toxico semejante al
LPS puede causar en el tej :Ldo del hospadero, depende de la canti-

dad en la ‘que.-es 1iberado durante la infecci&n (39)



Las cepas virulentas contienen aproximadamente 10 mg nis de
LPS por gramo gue las cepas avirulentas. Tambi&n se ha sugerido
gue la porcién somdtica del LPS de cept;s virulentas poseen un
grupo inmunodetarminante dominante, mientras que las avirulentas

poseen dos (12).



1.4. PATOGENESIS

Actinobacillus pleuropneumoniae es el agente etiolégico de
pleuroneumonia en cerdos, é&sta enfermedad respiratoria es severa
Y generalmente de consecuencias fatales. Los cerdos infectados
desarrollan una aguda pleuroneumonia fibrinohemorrégica necroti-
zénte o una necrosis pulmonar localizada con adhesiones pulmo-
nares (6).

La enfermedad causada es transmitida por via respiratoria
mediante aerosoles entre animales enfermos y sanos o, a partir de
casos inaparentes, siendo &stos una importante fuente de transmi-
sién debido a gue poseen al A. pleuropneumoniae como un comensal
en tracto respiratorio superior, de tal forma que pueden disemi-
narle a través de aire, agua o alimentos contaminados expandién-

dose la enfermedad rapidamente en toda la piara (6,40).

Durante el desarrollo de la enfermedad, se pueden presentar
tres cuadros clinicos diferentes: una forma sobreaguda, una aguda
y una crénica; todo esto en funcién de la virulencia del agente
infectante, la dosis infectiva, el estado inmune del animal
infectado y el estado de estrés causado por adversidades en 1las

condiciones ambientales (3,6,7).

La forma sobreaguda es la mds comGn de las infecciones pri-

marias, se caracteriza por presentar temperaturas de 41 € , som~

10



nolencia,—anorexia,'disneA‘y una intensa respuesta inflamatoria
evidenciada por hemorragia, edema, fibrosis, ‘exuc'lacién 'por ‘un

aumento en la permeabilidad vascular Yy -una. infiltracién de neu-

Erofilos en tejido pulmonar, y finalmente 1a muerte a 1as 24
horas. La forma aguda el menos fulminante y se . caracteriza por
!ibrosis pleural hemorragica necrctizanta, hacteremia y complica-
biones como meningitis, artritis, endocarditis y abcesos en
Varies tejidos. La evoluci&n de ésta forma puede llevar a la
‘cronicidad o dar 1uqar a 1a muerte ‘en’ uno ‘o dos dias. La forma
crﬁnica es’ dificil de diagnosticar clinicamente ya que los ani-
'males infectados suelen ser portadores asintomaticos, en estos
’casos la enfermedad se presenta en forma localizada y necroti-

;ante (;,5).’

Las evldencias implican a los polisacaridos capsulares, el
lipopdlisacarido‘(endotoxina), las hemolisinas y otras proteinas

de membrana en la patogenesis de la enfermedad (3},

A difereﬁcia de los cerdos, los animales de laboratorio no
son hospederos naturales del Actinobacillus pleuropneumoniae, sin
embargo, algunos de ellos (como el ratén y la rata) son utiliza-
dos como modelos experimentales ya que es posible reproducir la
infeccién o las lesiones pulmonares producidas por A. pleuropneu-
moniae, todo esto en funcién de la via de inoculacién (12,20).

En los animales de'laBdtatprio‘la muerte por A. pleuropneu-

moniae ocurre a los dos dias postinoculacién, y las lesiones

11



hemort.’zgicas pulmnnares que se obsarvan son similares en cuanto

endobronquial ‘an’ cerdos, 'ndu'cen u.na""heﬁmd‘nia' aguda localizada.
Estos mismos factores administrados intraperitcnealmente en
ratones, inducen lesiones pulmonares hemorrégicas, las cuales son
similares microscbpicamente a, las que se producen en cerdos.
infectados en forma natu:al. Este tipo de toxinas pueden ser’
neutralizadas por anticuerpos presentes en el suero de cerdos con

infeceién crénica (1 20) v

_En 1964 shcpe reporté que los cerdos inoculados subcuténea-~

mem:e con organismas vivos de. A.pleuropneunoniae desarrollan

inmunidad contra gna sqbsecuente infeccién intranasal (14).

sebuya y Sauder desarrollaron un modelo para la pleuroneumo-
nia porcina en ratones, a los cuales inocularon via intranasal,
produciendoles lesiones pulmonares hemorrdgicas tanto en

forma aguda como en forma crénica (20). Asi mismo inducieren  la

12



enfermedad mediante la inoculacidn intraperitoneal o intranasal

con cé&lulas viables (20).

Se ha demostrado "in vitro" e "in vivo" que la bacteria viva es
téxica para las células pulmonares, monocitos de sangre periféri-
ca y células testiculares, lo cual contribuye al rapido y fulmi-

nante curso de esta enfermedad (1,12).

La administracién intravascular o intraperitoneal de la
endotoxina (LPS) resulta en la secuestracién de neutrofilos en el
parenquima pulmonar, los capilares endobronguiales incrementan la
permeabilidad y la deposicién de fibrina, también se ha observado

que la endotoxina estd presente en la sangre (39).

13



1.5. SEROTIPIFICACION ¥ DIAGNOSTICO

Hasta el momento se han reportado 12 serotipos de Actinoba=
cillus pleurepneumoniae (Nielsen,y O‘Connor 1984), los cuales son

reconocidos con base a polisacaridos capsulares (26,28).

La serotipificacién asi como el aislamiento y el diagnéstico
serolbgico de A, pleuropneumoniae son importantes en la preven-
cién y control de la pleurcneumonia porcina. Para elleo se han
desarrollado una amplia variedad de pruebas de laboratorio tales
como: prueba de aglutinacién, inmunodifusién, inmunofluorescencia
indirecta, hemaglutinacién indirecta, utilizando para ello célu-
las completas y sueros polivalentes correspondientes a antigenos

capsulares (12,16,25,27,32).

Estad establecida la importancia de los antigenos termoesta-
bles y termoldbiles en la serotipificacién de A. pleuropneumoniae

as{ como en el diagnéstico del mismo (6,7,9).

Las notables diferencias entre la respuesta inmune inducida
por la infeccién asi como por la inmunizacién con A. pleuropneu=
moniae, y entre los diferentes serotipos y diferentes cepas
sugieren el uso potencial de subunidades polisacidridas de pared
celular en el diagnéstico serolSgico de la infeccibn, asi como en
la serotipificacién de los aislamientos de A. pleuropneumopiae
(6) .
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La serotipificacisn de aislamientos de A. eu onia
se realiza usualmente por pruebas de aglutinaci6én en tubo, re-
Juiriendose para. ello células completas capsuladas en fase mu-~

Zoide y antisuercs de conejo (9).
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1.6. REACTIVIDAD INMUNOLOGICA CRUZADA

ﬁas‘reécdidhas cruzadas entre los diferentes serogrupos de
Agsingbagillgs pleurcpneumoniae se atribuyen a antigenos termols-—
biles y termoestables en particular a inmunodeterminantes locali-
zados en lcs.LPS ( antigenos tipo-especificos) de la pared celu-
lar para los cuales se observa una significativa respuesta inmune
humoral y celular, como resultado de la infeccién natural, 1la
cual no es inducida por inmunizacién con bacterinas

(6,7,9,12,29).

Todas las cepas de A. pleuropneumoniae desde el serotipo 1
_ hasta el 12 (Nielsen 1985), son antigénicamente homogeneos y
serolbgicamente diferentes, poseen dos antigenos tipo-especificos
de origen capsular,.asi como antigenos comunes especie-especifi-

cos termoest blestasociados a pared celular (9,25,26,27,28).

- Los" reporces que hasta el momente se tienen sobre reactivi-
dad serologica cruzada, indican que existe una mis estrecha rela-
ci6n entre serotipo 1,9y 11, gque entre éstos tres serotipos y

los serotipos 2 3 4 5,6,7 y 8. . Las reacciones cruzadas entre

serotipos 1, 9 Y 11 estan el funcién de antxgenos tipo-especifi-

cos ubicados en ‘el : antheno somético del LPS (epitopos carbohi-
dratos termo-estables) ientras que no se observan éstas reac

ciones cuando se,trabaj onvdege:m;qantes ;ptigénicos dg natura-
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leza polisécgridi éap'sh]:nr“(2,‘:2>3‘,24,2v$,‘72§;i‘7. '7

Se sugiere tambié&n que los s'eréfip@s" 1‘,‘72, 4 ¥'5 inducen

inmunidad polivalente en cerdes exper;l.ﬁentalmente expuestos al A.
pleuropneumoniae per via intranasal, 1o cual se comprueba ante el
desafio con serotipos heterbdlogos. Sin embargo sélo es posible
recuperar el serotipo de inmunizacién vy no el de desafio de los

animales muertos, é&sto con la excepcién de que el serotipo de

desafio sea el serotipo 1 (23,24).
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1.7. VACUNAS E INMUNIDAD

La pleurqpﬁeu;nponia contagiosa porcina es una enfermedad que
ataca a 'cei-dos’de ‘cualquier edad, sin embargo afecta generalmente
a cerdos en crecimiento entre 4 Y 16 semanas de edad (41). Esto
se debe a que todos los animales son muy susceptibles de adquirir
enfemedades al‘nacer, por lo cual la naturaleza ha proporcionado
el medio de trgnsferir inmunidad o resistencia de la madre a su
progenie. Esta resistencia desarrollada por la madre y transferi-
da a la progenie inicialmente por via trasplacentaria es debida a
la produccién de anticuerpos después de haber estado expuesta a

" la infeccién. Después del nacimiento el calostro materno contiene
los anticuerpos que la cerda ha desarrollado en la sangre y el
lechon obligadamente tiene que tomar por ser la fGnica forma de
que adguiera la inmunidad a las enfermedades qué su madre a
desarrollado en su propio‘ organismo. La natu);aleza de este calos-
tro cambia‘en el transcurso-de ‘48 horas perdiendo ,‘,“?5}, por com—
pleto. el contenido de aﬁticuerpos, por ;.o, qgé.él 1ec‘h9n'«quer _m;
reciba calostro es muy probable que. stiél‘l‘mb;"‘,ah:té‘ éﬁna‘infgédién

(45,46) .

La gammaglobulina calostral es ahsorbida int ta por las' :

células que cubren el tracto intest>na1

pos a los pocos minutos de,‘:

18



Las principales cahsas que afectan la transferencia de
inmunidadﬁdevla madfe a la progenie son: que el lechon no ingiera
caloétro”ﬁatérhq durante las 48 horas que siguen‘al parto o que
la médfe ﬁadéiéa enfermedades crénicas o subclinicas ya que é&stas
s6lo'des;;roliaﬁ,una inmunidad reducida o baja la cual no es

protectora para las crias (45,46).

En la bGsqueda de protecciédn artificial contra 1la
pleuroneumonia porcina, se recurre a la vacunacldn con bacterinas
que contienen células completas de la combinacién de diferentes
serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae. Inactivadas dquimi-
camente y emulsionadas con adyuvantes, éstas bacterinas confieren
inmunidad contra las células pero no necesariamente contra los
productos de secrecidén invelucrados en la patogénesis de la en-

fermedad en su forma agquda (5,14).

La inmunidad proporcionada por las bacterinas empleadas,
reduce la mortalidad y severidad de la enfermedad sin prevenir la
incidencia de portadores asintomaticos. La inmunizacién de cerdos
con vacunas de células completas de A. pleuropneumoniae de culti-
vos bacterianos de mds de 18 horas provee escasa proteccién ante
la enfermedad, siendo é&sta serotipo y posiblemente de cepa espe-
cifica. Por el contrario, las vacunas producidas con cultivos
jovenes inducen mayor proteccién pero frecuentemente son més

téxicas. 'La mayor proteccién de este tipo de vacunas, - estd en
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f\mcién de la exposicibdn de comporiantes .celulares subcapsulares y.
debido a ‘que éoni antigenos 'de  reactividad cruzada entre
diferentes serotipos,'prodnciendose asi una proteccién serotipo
independiente, mientras gque 1a‘mayor toxicidad se debe a la
présenéia de componentes téxicos de pared celular, probablemente
lipopolisacaridos gue se exponen durante la rapida divisién celu- .

lar - (6} .

Las subunidades polisacaridas de la pared celular de A.
pleuropneumoniae juegan un papel impoxrtante en la respuesta
inmune porcir‘)a después de la infeccién, mientras que la inmuniza-
eién con vacunas de células completas no induce una significativa
respuesta inmune contra éstos antigenos (6,7).

"Los trabajos de Fenwick han demostrade gque el LPS de l1a
pared celular de A. pleuropneumopiae son importanf:es inmuncgeno~
genos tipo especifico que inducen una eficiente respuesta
inmune humoral. Sin embargo, ésto s6lo ocurre como.resultado de
la infeccién natural, pero no es inducida-por-la-inmunizacién con
bacterinas. Asi también los inmunodeterm1nantes que se encuentran
localizados en el LPS, son antigenos de reactividad cruzada entre

los diferentes sgrotipos capsulados.de- la bacteria (6,7)

Se ha establecido también que los antigenos polisacaridos

termoestables* extraidos de:& gleu:ogg umoniae no son capaces de

producir anticuerpos tip spe ificos, no obstante los ancicuer-

pos especificos para estos antigenos estin presentes en e]. anti-
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suero pr‘oducido‘ contra los organismos enteros, lo cual sugiere

que .éstos. ' antigenos termoestables requieren antigenos

'termolib_iles (probablemente proteinas) como acarreadores para ser

inmunogé&nicos. Otro hallazgo importante en relacisén a lo anterior

es que la respuesta inmune se ve mejorada cuando, para vacunar,

se emplean oligosacarides purificados acompafiados con proteinas

‘como polisacar ido

acarreadoras (toxoide tetanico) (7).

Una propuesta para mejorar la funcionalidad de las vacunas
contra A. pleuropneumonise Yy prevenir eficazmente la pleuropneu-
monia porcina, es reducir la toxlicidad de los LPS, tratando de
retener sus caracteristicas antigénica.s e inmunogénicas.

Muchos han sido los estud:los hasta el momento realizados
tanto en el hospedero nqtqral como en animales de laboratorio
pafa descubrir los ,Aénti'genos‘ involucrados en la proteccién inmune

especie especifica. Se"»,h'a‘n‘ empleado diversos inmun6genos tales

ap‘éulafes; LPS, proteinas de membrana exter-

'na,"—he‘mcy)rlivf;inqjgyA‘édiv-ljdgﬁdbs entre estos mismos. Se han realizado

‘tafﬁbiéh dééﬁfioé 'c'&'i ‘serotipos heter6logos tras inmunizaciones

B previas ¥ sin embargo continua sin dilucidarse cuales y cuantos

G

vson J.os deteminantes antigénicos responsables de la reaccién

imnunolégica cruzada capaces de proteger a los animales contra la
infeccién natural o experimental causada por cualquiera de los 12
serotipos 'hastg el momento conocidos.

La enorme diversidad antigénica de 12 serotipos de Actinoba=
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clllus pleurcopneumoniae y las dificultades inherentes a la experi
mentacién con el hospedero natural, hacen necesario el desarrollo
de un modelo experimental que permita el andlisis sistemtdico de
las caracteristicas antigénicas de los diferentes serotipos de la
bacteria con miras a desarrollar un inmunégeno polivalente (42).

Es importante mencionar que ningun modelo experimental es
completamente ideal, debido a que no existe un 100% de semejanza
inmunologica entre dos especies animales. Existen reportes en los
cuales se ha inducido la infeccién en ratas por via intraperito-
neal e intratraqueal con Actinobacillus pleurcpneumoniae, obser-
vandose que a las 12 horas post-inoculacién los animales mueren

" por bacteremia, desarrollando severas lesiones hemorragicas
similares a las inducidas en el pulmdn del cerdo por via intra-
tragueal (14,20). '

El presente trabajo de investigacién se ubica en la busque~
da por conocer la actividad inmunizante de células vivas Vderggt#
nobacillus pleuropneumoniae serotipos 1,3,5,7,9 Yy .12 en x.;.tas
hembras adultas para posteriormente obtener de ellas:una progehie
inmunizada y desafiarla a los 8 dias de nacidas con cé&lulas vivas
de un serotipo heterélogo (serotipo 1) que es uno de los seroti-
pos de prevalencia en México (ciprian, c. A. 1988, Diazy, c.

1989) (42) .
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad inmunizante de un cultivo vivo de Acti-

nobaclillus pleuropneumoniae serotipos 1, 3, 5, 7, 9 y 12 contra
un desafio con Actinopbacillus pleuropheumoniae serotipe 1, en la

rata como modelo experimental de la infeccién.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Inmunizar ratas hembras adultas jovenes, con cultivos fres-
cos ée ¢élulas vivas de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipos
1,-3, 5, 7, 9 y 12. Para posteriormente obtener de ellas una
'proéenie_ inmunizada positivamente en forma homéloga.

Desafiar a la progenie de ratas hembras inmunizadas con 4

diferentes- dosis de células vivas de Actinobacillus pleuropneu-
moniae serotipo 1 a los ocho dias de edad.

Determinar la presencia de anticuerpos aglutinantes contra
el serptipo homélogo y heterdlogo en los sueros de las ratas

hembras inmunizadas.
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3. MATERTAL Y METODOS

3.1 CEPAS BACTERIANAS

Se trabajé con 6 serotipos de Actinobacillug pleuroppeumo=

plae los cuales se describen en el cuadro A. Las cepas se conser-

varon a -~196°C.

3.2 CULTIVO Y CUANTIFICACION DE A. pleuropneumoniae

Cada uno de los diferentes serotipos de A. pleuropneumoniae
fue cultivado en agar chocolate complementado con 0.01% de dinu-

cleotido de nicotinamida (NAD), a 37°C durante 24 h.

Posteriormente se cése_chb con  solucién salina fisiolégica
esté‘ril.——La su‘spern‘siélhfobte‘r;ida ‘e colocé -en tubos estériles. -Se

procedi6 a agitar y leer en un espectrofotémetro a una longitud

de onda de 590 nn, us ndo como blanco SSF estéril.

La suspensién se ajus\:d"a .una densidad optica (D.0.) de 1, di~ -

luyendose con SSF estéril.

Para realizér -15"cuantificac16n de células bacterianas s‘e:‘
hicieron cuentas' viables para cada serotipo de la sigulente,
manera: se hicieron diluciones logaritmicas de la- suspensi6n

bacteriana- ajus.ada a ' D.0., de 1, Se adicionarén 20 ul“ vde cada
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CUADRO A

CEPAS BACTERIANAS

SEROTIPO ATCC* PROPORCIONADO POR:

1 27088 ESCUELA NACIONAL DE_CIENCIAS BIOLOGICAS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL (IPN)

3‘ 33378 Dr. F. ROSS DE LA UNIVERSIDAD ESTATAL
DE 10WA, EUA.

5 33377 Dr. F. ROSS DE LA UNIVERSIDAD ESTATAL
DE IOWA, EUA.

7 -~ Dr. F. ROSS DE LA UNIVERSIDAD ESTATAL

12

DE IOWA, EUA,

Dr. A. CIPRIAN DE LA FACULTAD DE ESTUD!OS
SUPERIORES CUAUTITLAN, (UNAM).

EL DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E IN-
MUNQLOGIA VETERINARIA DE LA UNIVERSIDAD
DE GUELPH, CANADA.

“Asarican Type Cutire Corchan
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una de las diluciones a cajas de agar chocolate (se realizarén
por duplicado). Se esper6 a que la suspensién se adsorbiera antes
de invertir las cajas y se procedié a incubarlas durante 24 horas
a 37%c. Por (ltimo se contaron las colonias de cada caja de las

cuales se obtuvo un promedio en cada dilucién.

Las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml),
se calcularen en la duluciédn a la cual hubo un crecimiento de 30
a 40 colonias promedio, ya que asi lo recomiendan algunos autores’

(8).

3.3 PREPARACION DEL INMUNOGENO

Cada uno de los serotipos de A. pleuropneumoniae se cultivés,
cosaghé y se ajusté a una D.O, de 1, leyendose a 590 nm., Con wna
.nlicuota se realizé una cuenta viable para verificar las UFC/ml.
Simultaneamente se procedi6 a hacer diluciones logaritmicas con
SSF estéril para obtener una suspensién de bacterias vivas de
aproximadamente 108 UFC/ml, siendo la dosis individual de 0.5 ml
por rata por vi‘a“-_sﬁbéutanea, ya que é&sta es la DL50 establecida
en trabajos ant‘e_‘!;bio‘z:e‘s (42)

La dosis de refuerzo consistié en 0.5 ml de la suspensién

bacteriana a la‘misma concentracién.
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3.4 DOSIS DE DESAFIO

La suspensién de A. pleurgpneumonjae serotipo 1, se ajustt a
D.0. de 1 af 590 nm, Yy se reallzaron diluciones logaritmicas para
obtener las dosis de desafio deseadas. Simultaneamente a la
inoculacién se realizd una cuenta viable para verificar la canti-

dad de células por mililitro.

3.5 PRUEBA DE AGLUTINACION EN TUBO
PREPARACIGN DEL ANTIGENO

Cada uno de los serotipos se cultivé en agar chocolate, se
cosechd con S5F estéril y la suspension bacterlana obtenida se
ajusté a una D.C, de 1 a 590 nm. Cada una fue inactivada con 0.3%

da formaldehido.

OBTERCION DE “SUEROS

Aproximadamente 10 dias postparto, se obtuvo sangre por
puncién cardiaca de las ratas inmunizadas. La sangre se colocd en
tubos y se refrigeraron durante tres horas, posteriormente se
removié el cofgulo y los tubos de centrifugaron a 3000 rpm du~
rante 15 minutos. Por Gltimo se separd el suero con pipetas Pas~

teur, se coloco en viales, se etiquetaron y se congelaron.
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GRUPOS DE SUEROS

Los sueros de cada grupo de ratas fueron mezclados en canti-
dades iguales para obtener el titulo de anticuerpos de cada

serotipo.

REALIZACION DE LA PRUEBA

Se hicieron diluciones de cada uno de los grupos de sueros
con SSF, agregando al primer tubo 0.8 ml de SSF y 0.2 ml de suero
(dilucién 1:5). Al sequndo tubo se le agiegé 0.5 ml de SSF y 0.5
ml de la mezcla del primer tubo y se homogenizaba (dilucién
1:10), posteriormente se tomaron 0.5 ml de ésta mezcla y se
agregaron el tercer tube con 0.5 ml de 5SF, y asi sucesivamente.

A cada tubo se le agregd 0.5 ml del antigeno correspon-
diente, se mezclaron y se incubaron a 37 © C durante 48 horas.
Después de é&ste tiempo se observé el titulo de anticuerpos por
aglutinacién,

Se determinaron anticuerpos homélogos y heterblogos con el

serotipo correspondiente y con el serotipo 1 respectivamente.
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3.6 MODELO EXPERYMENTAL

Se formaron grupos de tres ratas jovenes adultas de la cepa
Wistar (aproximadamente 250 gramos de peso corporal).

Grupo A: se inmunizaron con ,una suspensidn de bacterias
vivas de Actinobacillug pleuropneumoniae.

Grupo B: controles no inmunizadas.

El grupo A se infectd individualmente con 0.5 ml del jinpmu-
nSgenc (aproximadamente 10%® UFC/ml) por via subcutinea el dia
uno.

A los giete dias ambos lotes se alojaron en forma individual
con un macho para llevar a cabo el apareamiento (se pretendia con
este manejo que los apareamientos y los partos fueran simultane-
08) .

Al dia 15 el grupo A recibié una dosis de refuerzo de 0.5 ml
(aproximadamente 108 UFC/ml) por via subcutd@nea y se esperd hasta
el parto.

La progenle de los diferentes grupos se desafié a los ocho

dias de nacidas con dosis de 5X10% , sx10?7 , sx10® y sx10?
UFC/ml de A. pleuropneumonise serotipo 1. Administrando 0.5 ml de

suspensién bacteriana por via intraperitoneal y registrandose la
mortalidad por un periodo de 48 horas postdesatfio.
El modelo experimental se jlustra esguematicamente en 1la

figura 1.
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Para estimar confiabilidad de los resultados obtenidos, se

utilizé la Prueba Exacta de Fisher con un 95% de confianza.
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4. RESULTADOS

4.1. CUERNTAS VIABLES

Para calcular las unidades formadoras de colonias por mili-
litroe (UFC/ml) de las suspensiones de cada uno de los serotipos
de Actinobacillus pleuropneumoniae, ajustada a una D.O. de 1 a
590 nm se seleccionaron las cajas de agar en las cuales hubo un
crecimiento de alrededor de 30 6 40 colonias promedio. La prueba
se realizbé 3 veces y en cada ocasién se hizo por duplicado,
adem&s de verificar la concentracién de bacterias cada vez que se
inoculé.

Tomando en cuenta la dilucién y la alicuota utilizada (que
fue de 20 ul) se realizaron los calculos correspondientes,
obteniendose que: en todas las determinaciones realizadas, para
una suspensién bacteriana de A. pleurocopneumoniae ajustada a D,O.
de 1 a 590 nm de cualquiera de los serotipos trabajados

(1,3,5,7,9 y 12) corresponden aproximadamente 1014 UFC/ml.

Los resultados de esta determinacién de UFC/ml se represen-

_tan con detalle en la Tabla 1.
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TABLA 1
CUENTAS VIABLES DE A. pleuropneumoniae

A.pleuropneumoniae DILUCION No.DE COLONIAS UFC/mi
SEROTIPO PROMEDIO
1 10™ 31 31 % 10"
3 10" 38 36 x 10"
5 1w0™ 37 3.7 X 10"
7 107" 37 37 X 10"
9 10™" 37 a7 x 10"
12 10" 36 36 x 10"
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4.2. MORTALIDAD DE LAS PROGENIES DESAFIADAS

En la Tabla 2 se registré la mortalidad de la progenie de
ratas inmunizadas con A. pleuropneumoniae serotipo 1 y de la
progenie de ratas control 48 horas después de ser desafiadas con
diferentes dosis de A. pleuropneumoniae serotipo 1.

A todos los resultados se les realizé un andlisis estadisti-
co utilizando para ello la Prueba Exacta de Fisher.

La Figura 2, muestra el porcentaje de mortalidad a 1las
diferentes dosis de desafio, de la progenie de ratas inmunizadas
con A. pleuropneumoniae serotipo 1, comparadas con el porcentaje
de mortalidad de las ratas control. En esta gr&fica podemos
observar que hubo una buena proteccién, la cual fue significati-
vamente menor (p<0.05) que en el grupo control. -

El serotipo 1 fue designado el sei‘otipo de desafio, ya que
es considerado el més virulento ademis de ser el mis comtn
aislado en las infecciones de pleuroneumonia contagiosa en cerdos

(33).
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TABLA 2

MORTALIDAD EN RATAS DE 8 DIAS DE EDAD NACIDAS DE MADRES
INMUNIZADAS CON A. pleuropneumoniae SEROTIPO 1.

NUMERO DE MUERTOS/TOTAL

DOSIS DE DESAFIO CONTROLES INMUNIZADAS
UFC/RATA®
6 X 10" 6/12 (60%)"* 174 (26%)
5% 107 11716 (69%) 2/8 (26%)
5X 10° 11/18 (65%) 0/4 (0%)
5§ X 10° . 11711 (100%) 675 (100%)
“Deeafladas ccn A pirropneuncrias swotipo 1.

= Parcionto de mortalided.
~iferancles sigiificatvas { p> 0.03 }con rsxpecto of cortrod (Prusba Exacts de Fher)
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FIGURA 2

PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE PROGENIE DE RATAS INMUNI-
ZADAS CON Actinobacillus plauropnaumoniaa SEROTIPO 1.

DOSIS (UFC/ml)

%4 CONTROLES B8 INMUNIZADAS
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En la Tabla 3 se registraron los resultados de la mortalidad
de la progenie de ratas inmunizadas con A. pleuropneumonijae
serotipo 3, asi como la mortalidad de la progenie de ratas con-
trol, 48 horas posdesafio con A. pleuropneumoniae serotipo 1, a
diferentes dosis.

En la Figura 3 se muestra el porcentaje de mortalidad a las
diferentes dosls de desafio, tanto para la progenie de ratas
inmunizadas como para las ratas control. No se encontro diferen-

cia significativa en la mortalidad de los 2 grupos.
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TABLA 3

MORTALIDAD EN RATAS DE 8 DIAS DE EDAD NACIDAS DE MADRES
INMUNIZADAS CON A, pleuropneumoniae SEROTIPO 3.

NUMERO DE MUERTOS/TOTAL

DOSIS DE DESAFIO CONTROLES INMUNIZADAS
UFC/RATA®

6§ X10° 6/12 (60%)"" - 17 (14%)

5% 10 11716 (69%) 6/7 (71%)

5§x10°* 11/18 (65%) 417 (67%)

6§X10° 11/11 (100%) 3/8 (50%)

cen A atioo .

“Porclento de mortakded
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FIGURA 3

PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE PROGENIE DE RATAS INMUNI-
ZADAS CON _Actinobacillus pleuropnaumoenina SEROTIPO 3.

100

5 X 10°
DOSIS (UFC/ml)

&) CONTROLES B INMUNIZADAS
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En la Tabla 4 se muestra la mortalida& de la progenie de
ratas inmunizadas con A. pleuropneumoniae serotipo 5, y la morta-
lidad de las ratas control 48 horas después de ser desafiadas con
diferentes dosis de A, pleuropneumoniae.

Algunas veces las progenies de las ratas de un grupo no
nacian el mismo dia, por lo que al formar los grupos para ser
desafiadas, los primeros se desafiaron utilizando las dosis n&s
elevadas, y al observar que al disminuir la dosis en este caso,
no se registré mortalidad, se opto por no realizar el desafio con
la dosis mds baja, por esta razén en la tabla 3 no aparece el
dato de mortalidad de la progenie de ratas inmunizadas a la menor
dosis.

En la Figura 4 se presenta el porcentaje de mortalidad de la
progenie de ratas inmunizadas, comparada con el porcentaje de
mortalidad de las ratas control a las diferentes dosis de desa-

- fio. Aqui peodemos apreciar una muy buena protecciédn de la proge-
nie de ratas inmunizadas con el serotipo 5, ya que s6lo se regis-
tro mortalidad al ser desafiadas con la dosis mds elevada y ésta

fue del 50% .
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TABLA 4

MORTALIDAD EN RATAS DE 8 DIAS DE EDAD NACIDAS DE MADRES
INMUNIZADAS CON A, pleuropneumoniae SEROTIPO 5.

NUMERO DE MUERTOS/TOTAL

DOSIS DE DESAFIO CONTROLES INMUNIZADAS
UFC/RATA®
65X 10° 6/12 (50%) ™" ————
5% 10" 11/16 (69%) 0/5 (0%)
a

5 X 10 11418 (65%) 0/6 (0%)

5 X 10° 11/11 (100%) 2/4 {50%)
“Desafiadan con A plouropnsumonies seratipe 1.

*Forclento de morfafided,
*Diferencles significativas ( p> 0.0 Jcon respecto al controf (Pructim Exacta de Fisher)
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FIGURA 4

PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE PROGENIE DE RATAS INMUNI-
ZADAS CON Actinohacillus plaurapneumoniae SEROTIPO 5.

DOSIS (UFC/ml)
CONTROLES INMUNIZADAS
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En la Tabla 5 se presenta la mortalidad de la progenie de
ratas inmunizadas con A. pleuroppneumonjae serotipo 7, asi como la
mortalidad de la progenie de ratas control 48 horas despufs de su
desafio con diferentes dosis de A. pleuropneumoniae serotipo 1.

En la Figura 5 se compara el porcentaje de mortalidad de la
progenie de ratas inmunizadas con el de las ratas control, a las
diferentes dosis de desafio. Y podemos apreciar cque a pesar del
37% de mortalidad presentade por las ratas inmunizadas en la
segunda dosis, la proporcion es significativamente diferente al
control, por lo que el serotipo 7 también confiere una buena

proteccisn inmune polivalente gue es transferida a la progenie.
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TABLA §

MORTALIDAD EN RATAS DE 8 DIAS DE EDAD NACIDAS DE MADRES
INMUNIZADAS CON A. pleuropneumoniae SEROTIPO 7.

NUMERQ DE MUERTQS/TOTAL

DOSIS DE DESAFIO CONTROLES INMUNIZADAS "
UFG/RATA®
§X10° 6/12 (50%)"" 0/7 (0%)
6§X 107 11/16 (69%) 3/8 (37%)
6§ X 10° 11/18 (65%) 078 (0%)
5% 10° 11/11 (100%) 7/8 (B7%)

“Desafades con A plaiitheuronias siotipo 1.
*Porciento de rortebdad,
**Oiferancias sigrificativas ( p> 005 )eon retpecto ol control (Prusba Exacts ds Fisher)
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FIGURA &

PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE PROGENIE DE RATAS INMUNI-
ZADAS CON Actinobacillus pleuropoeumontae SERQTIPQ 7.
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DOSIS (UFC/mi)
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En la Tabla 6 se registrd la mortalidad de la progenie de
rafas inmunizadas con A. pleuropneumoniae serotipo 9, tanto como
la mortalidad de la progenie de ratas control, 48 horas después
de ser desafiadas con diferentes dosis de A. pleuropneumoniae se-~
rotipo 1.

En la Figura 6 se muestran los porcentajes de mortalidad de
la progenie de ratas inmunizadas comparadas con las ratas control
a las diferentes dosis de desafio.

En esta grafica podemos ver que el porcentaje de mortalidad
va en aumento al aumentar la dosis de desafio, pero atn asi 1la
mortalidad es baja con respecto al control, ya que a la mayor de
las dosis la mortalidad es del 50%, mientras que para el control
as de 100%. Por lo que este serotipo tambi&n confiere una buena

proteccién inmune polivalente transferida a la progenie.
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TABLA 6

MORTALIDAD EN RATAS DE 8 DIAS DE EDAD NACIDAS DE MADRES
INMUNIZADAS CON A. pleuropneumoniae SEROTIPO 9.

NUMERO DE MUERTOS/TOTAL

DOSIS DE DESAFIO CONTROLES INMUNIZADAS
UFC/RATA®
56X 10° 6/12 (50%) ** 2/12 (17%)
6X 10 11716 (69%) 4714 (20%)
6§ X 10° 11/18 (65%) 4/13 (31%)
5 X 10° 11/11 (100%) - §/10 (60%)

“Desafiacas con A. peurcperumniee suralipo 1.
“Porclento de mortuidad
“~Diforoncias sigificativas ¢ p> 0035 )con respocto o control (Prusts Exacts de Fisher)
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En la Tabla 7.se presentan los resultados de mortalidad de
la progeh;e;da }aﬁdsiiﬂﬁﬁhIZadas coh A. pleuroppeumonjae serotipo

de la progenie de ratas control, 48

12, 31 con 1
horas posde fio con diterentes dosis de A. pleuropneumoniae

serotipo

Aqui la mortalidad que ‘presento la progenie de ratas inmuni-~
zadas' fua muy elevada, incluso mayor a la presentada por las
ratas control. Por 1o ‘que este serotipo no confiere importante
1nmun1dad polivalente con respecto al serotipo 1.

En la Figura 7 se presenta el porcentaje de mortalidad de la
progenie de ratas inmunizadas comparada con el de las ratas

‘ontrel a las diferentes dosis de desafio.
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TABLA 7

MOCRTALIDAD EN RATAS DE 8 DIAS DE EDAD NACIDAS DE MADRES
INMUNIZADAS CON A, pleuropneumoniae SEROTIPO 12,

NUMERO DE MUERTOS/TOTAL

DOSIS DE DESAFIO CONTROLES INMUNIZADAS
UFC/RATA’

6 X 10° 6/12 (60%) "* 6/6 (83%)

6 X 107" 11/16 (69%) 5/6 (83%)

5% 10 11718 (856%) 5/6 (83%)

5X 10 11711 (100%) 6/6 (100%)

“Desafiades con.A. plasrspnasmiing serotipo .
*Porcienta de mortalidad



FIGURA 7
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4.3. TITULOS DE ANTICUERPOS DE LOS GRUPOS DE SUEROS

En la Tabla 8 se presentan los titulos de anticuerpos de los
grupos de sueros de las ratas inmunizadas.

El serotipo 5 (a excepcitn del 12} es el gue presento un
mayor titulo de anticuerpos hom6logos es decir, anticuerpos
contra A, pleuroppeumoniae serotipo 5, y también es uno de los
que presento mayor titule de anticuerpos heterslogos (contra A,
pleuropneumoniae serotipe 1), por lo gue confiere una buena .
inmunidad polivalente con respecto al serotipo 1. '

Los sereotipos 5, 7 y 9 son los que presentan mayores titulos
de anticuerpos heterSlogos, siendo é&stos incluso, mayores a los
titulos de anticuerpos homélogos; dichos titulos coincidén con la -
buena proteccién inmune polivalente transferi‘da a la progenie.

El serotipo 12 presenta el mayor titulo de anticuerpos
homélogos sin embarge, es el que presenta el menor titulo de
anticuerpos heterélogos, por 1o que no fue capaz de conferir

inmunidad polivalente.

52



TABLA 8

TITULOS DE ANTICUERPOS EN RATAS INMUNIZADAS

SUERO DE RATAS' TITULO* T'ST:;gT:;%N T'ST:F"“gTﬁ,%N
INMUNIZADAS GON BASAL HOMOLOGO HETEROLOGO
A. pleuropneumoniae 1 - 1:320 1:320
A. plauropnsumaoniae 3 - 1:320 1:320
A. pleuropneumaniaae & - 1:640 1:6120
A. pleuropneumoniag 7 - 1:320 1:640
A. pleuropneumoniaa 9 - 1:320 1:10240
A. pleuropreumaniaa 12 - 1:1280 1:160 -

“Grpos de xusros de rates kymnizades con o mismo sefotpo
*Can sorotioo homolans ¥ haterolenn
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, demuestran
que el uso de células vivas de Actinobacillus pleuropneumoniae
como inmundégeno en ratas Wistar, estimula una respuesta inmune
polivalente, la cual transferida por via transplacentaria protege
a la progenie de é&stas ante diferentes dosis de desafio con un
serotipo heterdlogo (serotipo 1). Al observar en los resultados
la proteccién inmune en las crias, se desprende que la inmunidad
pasiva desarrcllada por las madres inmunizadas, protege a la
progenie ante el contacto con el agente etioldgico de la pleuro-
neumonia postparto. Si consideramos que el desafio de las crias
se realizé a los ocho dias postparto, se debe tomar en cuenta la
presencia de la proteccidén inmune como una consecuencia de 1la
alimentacién por calostro durante los primeros dias u horas que
siguen al parteo; é&ste calostro contiene anticuerpos que la madre
desarrolla en la sangre, y las crias obligadamente adquieren al
ser amamantadas. De tal forma que la madre les transmite inmuni-
dad contra las enfermedades que ha desarrollado en su propioc

organismo.
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En los fe_sultadps se detectan algunas diferencias de protec-
cién inmune~_én la progenie de las ratas inmunizadas, la explica-
cién de éstos ‘hechos- ésta en funcién de diferentes factores invo-

lucrados en el trabajo experimental,' en primera instancia se debe

considerar que el tabajo se realizé utilizando ratas hembras
jovenes primerizas (que no habian sido madres) lo cual, fue un
fac!:cr deteminante en la variacién de algunos de los resultados,
dado ’ que a;gunasrde el).as procgea:on de 3 a 4 crios mientras gque
otras-tenian 'camédas dé 9, 10 6 mds crios. Esto pudo ser una
caﬁsa. de diferencia nutricional de alqun.cs crios y entre unas
. oti:vas '.camédas, incluso enﬁ;e crios de una misma madre, ademis de
que la calidad del calostro puede variar significativamente entre
una rata y otra. Por ésta razdén, se observaron diferencias de
resistencia inmune por parte de algunos crios de las progenies de
.las ratas inmunizadas con el serotipo 1 (tabla 2, tercera dosis)
y serotipo 7 (tabla 5, tercera dosis) en las cuales no se regis-
tré mortaliﬁad mientras que a dosis menores se registraron varias
Tuertes (45,46). -
En cuanto a la titulacién de anticuerpos contra el serotipo
hom&logo se observaron tig:ulos reativamente bajos. Tanto 1la
primera inmunizacién como el refuerzo antigénico desarrollaron en
las hembras una respuesta inmune primaria y secundaria respecti-
vamente, contra los inmunodeterminantes propics de cada serotipo.

sin embargo se debe considerar el tiempo que transcurrio desde el
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refuerzo antigénico, hasta 1a toma de muestra para 1a txtulacién

de' anticuerpos, el cual fue aproximadamente' de 25 dias,“

pudo haber inf].uido en J.os bnjos hitulos de anticu rpos; contra'

105 serotipos homélogos.

Los elevados t:tulos de anticuerpos ";el serotipo

heterélogo (serotipo 1) que presem:aron 1as ratas inmunizadas se

pueden expli.car de la siguiente manera. 'durante e]. desafio de las
progenies las ratas inmunizadas compartieron el mismo espacio con -
sus criasvenfermas y muertas, ademéas de que, en algunas ocasicnes
lag crias fueron devoradas ﬁor ylas FVderes, lo gue mantuve a las
rata.s inmunizadas en contﬂcto ~directo ‘con A. pleuropneumoniae
serotipo 1, de tal r.nanera que’ la 'fespuesta inmune contra el
serotipo heter6logo se vié‘eéﬁimulada, éignificando &ésto un
segundo refuer:zo, lo cual condujo a una respuesta inmune secun-
daria contra antigenos comunes, dando como resultado un elevado
titulo de anticuerpos contra el serotipo heterslogo, incluse
hasta llegar a ser mucho.mis. elevado que el titulo de anticuerpos
contra el serotipo homéloge, lo cual se observa para los
serotipos 5 y 9 confirmando &sto la proteccién inmune reportada
para amkos serotipos.

Gutiérrez y colaboradores en 1992, han reportado que ail
infectar cerdos con Actinobacillus pleuropneumoniae serotipos 2 y
4 en dosis de 103 , 10% y 108 UFc/ml; los titulos de IgG, IgM,
e Igh en los sueros de los animales aumentan regularmente durante

15 semanas consecutivas. Los titulos de IgG fueron los mas elevaF'
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_dos, IgH'fueronrmﬁé*bajbs dpe.los anteriores yllos de IgA fuafon
los bajos, siendo detectados s6lo en 4 animales. No obstante se
menciona que los tituios dé‘serqtipo 4 son significativamente méas
altos que paratserogipo‘g. Por otra parte reportan que el titulos
de IgG varian consiéerabiémente,entre un serotipo y otro, siendo
detectados los mésbelevados a las 6 semanas después de la infec~
ci6n (43). Por todo io,anterior se puede decir gue las varia-
ciones encontradas entrehloé titulos de anticuerpos de las ratas
inmunizadas estd en. funcién la respuesta inmunolégica propia
contra antigenos Ae cada serotipo, &sto para el serotipo homb-
logo, mientfas:que pafa el serotipo heterélogo la respuesta
1nﬁunolo§icé‘egta en funcién de la cantidad de determinantes

éhtigenicos comunes entre los diferentes serotipos.

Se sabe que los serotipos de Actinobacjllus pleuropneumo
son antigenicamente homogeneos y serologicamente diferentes.
La bibliografia reporta que los determinantes antigénicos comunes

entre los diferentes serotipos son componentes capsulares.

Inzana, Mathison y Perry han demostrado mediante el uso de
anticuerpos monoclonales que el antigeno somftico del lipopolisa-
carido es uno de los determinantes antigénicos responsables de la
reactividad inmunolégica cruzada entre serotipos 1,9 y 11 de
cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae (44). Al decir que los
antigenos capsulares son algunos de los responsables de la inmu-

nidad polivalente, ésto implica que aGn no se han identificado
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a ciencia cierta todos los antigenos involucrados en este proca-

so. En'un trabajo reciente Byrd _(1992) (3).. ha, utilizado 2

subunidades de ALing.Lzag_i.m_ lex_QEn_umgnig_ serotipo 1, el
pelisacarido capsular (c‘) y et lipopolisacarido (LPS) "ambos

conjugados con” ptoteina-d hemollsina (HP) reporta que. se detec-

taron ‘en los cerdos altos titulos de inmunoqlobulinas de clasc

,‘IgG contra CPr}' LPS.y HP. Los anti-CcP y antiLPs funcionan como

porv‘le{;co‘ci,tdsb' ’pqlimorfbnucleares mientras que los anticuerpos

‘contra }ii"rv‘;‘i.eutfaliyzan el efecto citotédxico de la HP' sobre linfo-

—ﬁctingp i]; 8 p_l,ngL_mp_n_Lq_ reaccionan. con ' la’ HP de

! serotipo 1 (3) . Con base en lo anteriormente expuesto, suponemos

- que la poca efectividad de las bacterinas, las cuales contienen

cé;ulas completas muertas o inactivadas y que sé6lo confieren
imxiunidad serotipo especifica puede deberse a la ausencia de los
proﬂuctos de secrecién de A. pleuropneumoniae, ya que la utiliza~
cién de cé&lulas vivas han permitido replicar la inmunidad poliva-
lente de manera experimental en animales de laboratorio. Sin
embargo, para poder asegurarlo es necesario continuar 1°sr‘
estudios para identificar &1 & los antfigenos réspongables de la

inmunidad polivalente.
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6. CONCLUSION

Los resultados- indican que los serotipos 5, 7 y 9 inducen
una inmunidad polivalente con respecto al serotipeo 1, notandose
una mejor proteccén con los serotipos 5 y 9.

Aun cuando los animales de laboratorio no son los hospederos
naturales de Actinobacillus pleuropneumoniae, resulta indispens-
able emplearlos como modelos experimentales, ya que al ser sensi-
bles a la infeccién, resultan ser una herramienta Gtil para
analizar tanto la enfermedad como la inmunidad inducida por la
bacteria; por otra parte son ficiles de manejar y ahorran tiempo
y dinero. En particular en este trabajo de investigacién fue
posible. inducir en la rata Wistar una infeccién por Actinobacil=
lus pleuropneumonjae y obtener una serie de resultados satisfac-
torios, los cuales podrian ser tratados de reproducir en el
hospedero natural extrapolando éste mismo protocolo en busca de
inmunidad protectora polivalente.

La importancia de lo anterior radica en que es posible
considerar la produccitn de vacunas de bacterias vivas, utilizan-
do los serotipos menos virulentos (33}. De esta manera seria
posible la obtencién de una vacuna eficaz que permitiera dismi-
nuir la mortalidad por pleuroneumonia contagiosa porcina y aumen-

tar la produccién.
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