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RESUMEN 

El objetivo del presente trabajo fue el de disei\ar y evaluar una fonna farmacéutica de 

liberación prolongada susceptible de ser utilizada para la liberación de antígenos de 

.ActinolHlcill•s pltn1rop11e1., .. on;ae que por adntinistración oral funcionara como vacuna en 

contra de la pleuroneumonia contagiosa porcina. Para tal efecto. una mezcla de 

lipopolisacirido de tipo semi-rugoso. polisacárido capsular y las proteínas integrales de 

membrana extema de 76. 69 .. 61. 56. SO. 39-44. 29 y 16 Kd purificadas de una cepa de A. 

ple11ropne11moniae del serotipo 1 se incluyeron en una matriz micronizada de Carbopol 

934P. Los estudios de microscopia electrónica de barrido realizados ex' ••i••o en una sección 

de intestino delgado de cerdo revelaron que la matriz rnicronizada fuC capaz de fijarse a este 

nivel permitiendo la liberación de los antígenos incluidos en ella. Se trabajó con 14 cerdos 

libres de patógeno especifico divididos en tres grupos de inmunización de cuatro animales 

cada uno y un grupo control no inmunizado de dos animales. El primer grupo fue 

inmunizado con dos dosis de bacterina por vía intramuscular. el segundo con dos dosis de 

matriz micronizada por via oral y el tercero con una dos~s de bacterina por vía intramuscular 

y una segunda dosis de matiz micronizada por via oral. Cada dosis se aplicó con 7 días de 

diferencia. el grupo cont.-ol no fue inmunizado. A los 7 dias de la segunda inmunización 

todos los animales fueron desafiados en una cámara de aerosolización con una cepa de A. 

pleuropneumoniae serotipo 1 aislada de campo. El amilisis estadistico de las lesiones 

encontradas en los grupos al sacrificio sugiere que existió una reducción significativa 

(P<0.05) en el porcentaje de lesiones encontradas en los grupos de inmunización oral e 

intramuscular contra los grupos control y combinación intramuscular-oral ante el desafio 

homólogo. no existiendo diferencia significativa entre Jos grupos oral e intramuscular. 

IV 



.JUSTIFICACION 

Se propone el uso de vacunación oral contra la pleuroneumonía contagiosa porcina 
debido a que el uso de las bacterinas disponibles comercialmente no ha tenido éxito 
en el control de la enfermedad posiblemente debido a que Ja vacunación por vía 
parenteral no induce convenientemente una inmunidad de tipo local en la mucosa 
respiratoria del cerdo. La introducción de antígenos purificados de Actinobacillus 
oleurooneumoniae serotipo 1 en un sistema de liberación controlada para aplicación 
por vía oral pennitiria obtener las si&,.~ientes ventajas: 

1. Inducción de inmunidad local en Ja mucosa respiratoria del cerdo que proteja 
convenientemente a el animal evitando la colonización del microorganismo en el 
sitio primario de dru1o. 
2. Aumentar el tiempo de exposición del antígeno bacteriano en el organismo a fin 
de aumentar la respuesta irunune en contra del agente infeccioso. 
3. Evitar el estres debido al manejo en los animales ya que la vacunación se baria 
por vía natural al introducirse en el ali1nento nonnal~ y 
4. Controlar las dosis inoculadas. 

Desde el punto de vista económico tienen los siguientes puntos: 

1. La industria farmacéutica nacional maneja rutinariamente los sistemas de 
liberación controlada para un cieno núntero de principios activos .. por lo que la 
infraestructura para la producción de la vacuna ya existe. 
2. El polímero propuesto para el disei\o de la fonna fannacéutica (Carbopol) se 
encuentra disponible a bajo costo en tvtéxico. 
3. Un control efectivo de la pleuroncuminia contagiosa porcina mediante la 
vacunación oral provocaria consecuentemente un aumento en la productividad de la 
industria porcina al reducir el níunero de aniinales muertos antes de salir a la venta y 
las pérdidas económicas debido al elevado costo de animales afectados 
crónicamente .. y 
4. Desde el punto de vista del trabajo de campo también se reducirla el costo de la 
vacunación siendo que podría inmunizarse un gran número de animales a la vez 
disminuyendo el número de personal requerido para tal efecto. el tiempo utilizado y 
los insumos necesarios para la vacunación. 



1.0 INTRODUCCJON 

1.1 ANTECEDENTES 

La pleuroneumonía contagiosa porcina es una enfermedad respiratoria severa 
caracterizada por neumonía necrotizante con pleuritis, su distribución es 
cosmopolita y tiene una gran importancia para la industria porcina (Leman. 1981; 
Taylor; 1981). Los rangos de morbilidad y mortalidad pueden exceder al 50% 
durante los brotes agudos y pérdidas posteriores son ocasionadas debido a la pobre 
conversión alimenticia en los cerdos afectados crónicamente y a el alto costo de su 
tratamiento. además la prevalencia y severidad de esta infección parecen 
relacionarse con el grado de intensidad de la producción porcina (Sanford y 
Josepshon. 1981 ). El agente causal Actinohacillus nleuropneumoniae (Ap). se 
clasifica según sus antígenos capsulares en serotipos de los cuales se reconocen en 
el presente doce (Gunnarson y col.. 1977; Rosendal y Boyd. 1982; Nielsen y 
O'Connor. 1984; Nielsen. 1985; Nielsen. 1986). El serotipo l se ha encontrado en 
Argentina. Australia. Canadá, Chile, Hungría. Polonia y Estados Unidos. El scrotipo 
2 en Checoslovaquia,. Dinamarca.. Alemania,. Hunb'TÍa,. Japón,. Corea,. Holanda .. 
Noruega. España y Suiza. El serotipo 3 en Estados Unidos. Bélgica. Irlanda e 
Inglaterra. El serotipo 4 en España. El serotipo S en Canadá, Chile. Italia. Corea y 
Estados Unidos. El serotipo 6 en Bélgica. Canadá, Dinamarca, Alemania y Espar1a. 
El serotipo 7 en Alemania. El serotipo 8 en Estados Unidos, España, Holanda y 
Japón. El serotipo 9 en Francia. Alemania y Holanda. El serotipo 1 O en Canadá. 
Dinamarca, Alemania, Hungria. Espar1a e Inglaterra. El serotipo 1 1 en Holanda y, el 
serotipo 12 en Canadá. Hunb>ria y Japón (Leman, 1981; l'vtedina. 1986; Mittal y col.. 
1992). En México. se han encontrado los serotipos 1 al 9. siendo dominante el 
serotipo 1 (Ciprian y col.. 1988; Diazi y col.. 1988). 
La diferenciación en serotipos es itnportantc en estudios epizootíológicos de la 
pleuroneurnonia contagiosa porcina y los antígenos involucrados en dicha 
diferenciación corresponden en parte al material capsular y presmniblemente a una 
mezcla de polisacárido y lipopolisacárido, encontrándose en el lipopolisacarido 
detenninantes antigénicos con1unes y específicos entre los diferentes serotipos9 e 
inmunodeterrninar1tes específicos de cepa dentro del polisacárido capsular (Fenwick 
y Osbum. 1986; Mittal y col.. 1987). Los polisacáridos capsulares de Ap son 
polímeros lineales de alto peso molecular tipo ácido teicoico que se difcrenciar1 por 
los monosacáridos presentes en ellos. en tanto que los lipopolisacáridos se 



diferencian por la presencia de cadenas laterales de polisacáridos ramificados de 
alto peso molecular conocidas como cadenas O. En el caso de Ap serotipo 1. el 
polisacárido capsular es un disacárido repetitivo compuesto de 2-acetamido-2-
deoxi-D-glucosa y O-galactosa. y la cadena O del mismo está conformada por una 
unidad repetitiva de tetrasacárido -((1-6)- -D-Glucosa-(1-2)- -L-Ramnosa[(3-l)- -
D-NAcGlucosamina)-(1-2)- -L-Ramnosa-( 1-2))- (Perry y col.. 1990). 
Se han desarrollado varios ensayos serológicos con antígenos termoestables. 
terrnolábiles y el cuerpo bacteriano completo (Nicolet y col.. 1981; Lombin y col., 
1982; Mittal y col .• 1984). puesto que la identificación serológica y la eliminación 
de los cerdos reactores positivos ha demostrado ser en algunos casos un 
procedimiento de control efectivo (Nielsen y col.. 1976). sin embargo, existen 
frecuentemente problemas en la evaluación e interpretación de la pruebas y algunos 
portadores pasan inadvertidos (Schultz y col.. 1982; Mittal y col.. 1984). 

1.2 TRANSMISION, PATOGENIA Y CUADRO CLINICO 

Entre los factores que predisponen a los problernas respiratorios se encuentran los 
cambios bruscos de temperatura. malas condiciones de higiene, estres debido al 
manejo y adquisición de nuevos ani1nales. AJgunos autores consideran que el 
factor más importante es la densidad de la población animal y otros estudios 
muestran que el manejo y el arnbicnte juegan un papel importante en la incidencia y 
gravedad de las neumonías (Bjorlund y Bervinsco. 1965; Landquist. 1974; Tielsen, 
1978; Henry. 1982). La transmisión de la neumonía por Ap se lleva a cabo 
fundan1entahnente por contacto directo de cerdo a cerdo a través de aerosoles .. de 
este modo la frecuencia de la enfennedad se intensifica cuando los animales pasan a 
jaulas o corrales que penniten el contacto entre un gran nú1nero de anirnales y se 
mezclan animales de diferentes b~lpos.. con diferente capacidad de respuesta 
inmune y estresados por su nueva condición social (Taylor. 1981; Schultz. 1985). El 
periódo de incubación en condiciones de cmnpo varia entre 12 y 24 horas para 
infecciones naturales y experimentales,. los brotes se presentan súbitamente y se 
detectan por la muerte de algunos cerdos en la granja. La manifestación más 
aparente de esta enfermedad es la muerte repentina de los animales y Ja presencia de 
hemorragia nasal. debidas al proceso inflamatorio del parénquima pulmonar con 
intensos CaJllbios vasculares. En la fonna aguda puede observarse anore"ia .. disnea 
con respiración diafragmática rápida,. cianosis en orejas y extre1nidades,. vómito 
ocasional y muerte con hemorragia nasal en uno a cuatro días o bien recuperación 
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espontánea. En la ronna sobreaguda se detecta hipertermia ( 4 1 o a 42º C}, cianosis 
en piel, abdomen y oreja, hemorragia y espuma nasal, chillidos agudos, opistótonos 
y muerte. Las lesiones observadas a la necropsia son pericarditis. hidropericardio., 
hidrotórax de liquido sanguinolento, hemorragias en miocardio, adherencias 
pleurales (viscerales y parietales), infartos rojos principalmente en lóbulos 
diafragmáticos y friabilidad de la zona infartada. Las lesiones microscópicas 
comprenden: Zonas de infarto, edema alveolar, infiltración peribronquial y 
perivascular de células mononucleares, y hemorragia en alvéolos (Ramirez, 1970). 
La patogenia de la enfermedad aún no ha sido esclarecida, los datos disponibles 
sugieren que la enfonnedad se produce cuando Ap llega a nivel alveolar y su 
virulencia esta asociada a uno o varios factores que parecen ser endotoxinas y/o 
exotoxinas .. las cuales resultan ser citotóxicas para macrófagos alveolares .. células 
mononucleares de sangre periférica y neumocitos de tipo 1 y 11 en el cerdo y ratón 
(Bendixen y col., 1981; Chung y col., 1993; ldris y col., 1993 ). 
En general,. aquel agente infeccioso que es capaz de evadir los mecanismos inmunes 
inespecificos durante su paso a través del árbol respiratorio,. se encuentra a nivel de 
los bronquiolos con una segunda barrera inmune .. la cual está representada por las 
lgA secretorias producidas por el tejido linfoide asociado a bronquiolo. En este 
punto la respuesta depende de la concentración de dichos anticuerpos y de la 
calidad de los mismos .. es decir .. de su especificidad hacia el agente infeccioso, y en 
caso de que las condiciones no sean suficientemente favorables, esta barrera 
también puede ser ignorada por el 1nicroorganisn10. La SÍ,bTUiente fase corresponde 
entonces a la activación de células plasn1itticas de la nu1cosa y linfa hacia la 
producción de lgE que sensibiliza a rnastocitos con la consecuente liberación de 
histrunina y factores quirniotácticos, con cmnbio en la pcnncabilidad vascular y 
trasudación de lgG y con1plemento, adernits de infiltración de polirnorfonucleares y 
eosinófilos a la zona. La fonnación de con1plejos antígeno-anticuerpo en presencia 
de complemento penniten la sensibilización de rnacrófagos los cuales eliminan con 
mayor eficiencia al agente infeccioso (Roitt. 1985). 
En el caso particular de la infección con A¡>, se encuentran algunos detalles que no 
corresponden a una infección aerógena clásica, corno lo es la presencia en casi todo 
el pulmón de una reacción de hipersensibilidad de tipo 111. en vez de la localización 
solo a nivel de lóbulos apical y cardiaco. Esto se explica en parte porque Ap es 
capáz de diseminarse a través del tejido puhnonar hacia la pleura vía sistema 
linfático (Sebunya y Saunders, 1983). 

3 



Los cambios microscópicos observados en la histopatologia pueden ser explicados a 
través de las toxinas caracterizadas para éste microorganismo. En primer lugar, 
puede citarse al lipopolisacárido (LPS). el cual por infusión intrabronquial induce 
lesiones típicas a las encontradas en cerdos moribundos en estados agudos de 
pleuroneumonia (Fenwick y col., 1986b) y se ha demostrado que puede producir 
lesión del endotelio alveolar con edema y trombosis vascular en el cerdo y cambios 
degenerativos de pneumocitos de tipo 1 y 11 en ratón, además de ser citotóxico para 
macróf"agos alveolares,. polimoñonucleares,. monocitos y linfocitos porcinos 
(Wonhen y col., 1986; ldris y col., 1993). En segundo lugar. se han reportado una 
serie de toxinas como la hemolisina termoestable (Nakai y col., 1984) y una toxina 
termolábil (Kadis y col., 1986) las cuales durante algún tiempo no fueron 
debidamente clasificadas. Frey y col. (1994), revisaron dichas toxinas y las 
caracterizaron de la siguiente manera: 
Apxl. Es la toxina hemolítica y citotóxica más potente,. es conocida como 
hemolisina 1 o citolisina 1 con un peso molecular aparente de 1 OS Kd. Presenta 
similitud con la hemolisina de ~y en rnenor b,'Tado con la leucotoxina de P. 
multocida. Fija ávidamente Ca2+. 
Apxll. Es débilmente hemolítica y citotóxica, conocida como hemolisina 11 o 
citotoxina 11 y producida por todos los serotipos exceptuando al 1 O, presenta un 
peso molecular aparente de 105 Kd, siendo dificil de separar de Apx l. Parece estar 
más relacionada con la leucotoxina de P. haemolytica. 
Apx 111. No es hemolitica. pero si fuertemente citotóxica para macrófagos 
alveolares y neutrófilos9 presenta un peso n10Jecular aparente de 120 Kd y similitud 
con Apxl, Apx 11, la hemolisina de E. coli y la leucotoxina de P. haemolytica. 
En tercer lugar. se han descrito metalo-proteasas de lgA, gelatina y hemoglobina, 
que aún faltan por caracterizar co1nplctan1cnte (Negrcte-Abascal y col.9 J 994). 
La lisis bacteriana en la zona de dai\o y la diseminación hematógena de las toxinas 
referidas a través de la circulación ntenor podrían explicar la presencia de 
hemorragias en miocardio. Es importante señalar que los macrófagos que se 
encuentran en la zona de daño que no tienen origen en el alvéolo se derivan de 
monocitos de la médula ósea y pasan ya ntaduros a los sacos alveolares en un 
tiempo aproximado de tres días. el cual es necesario para su maduración (Vanfonh .. 
1975), y posiblemente esta maduración no sea alcanzada debido al daño que estos 
sufren a partir de las toxinas liberadas por Ap, con lo cual la eficiencia de la 
respuesta irnnune se ve disminuida notablemente .. aún cuando en la histopatología 
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se encuentren grandes cúmulos de macrófagos transformados que serían incapaces 
de eliminar a la bacteria. 

1.3 PREVENCION DE LA ENFERMEDAD 

La prevención de la enfermedad debe realizarse desde tres puntos de partida 
fundamentales: 
l. l\lejoramiento de las condiciones de la granja. 
a) Es de vital importancia evitar el hascinamiento de los animales. mejorar la 
ventilación de las instalaciones sin que esto produzca corrientes de aire que 
provoquen cambios bruscos de temperatura (un sistema de extractores, p. ej.), 
·reducir la mezcla de animales de diferentes grupos y utilizar sistemas de cuarentena 
para animales de reciente importación a la granja (Alexander y Harris, 1992). 
b) Limpiar y desinfectar la granja para reducir la contaminación ambiental. 
c) Utilizar modelos de producción en dos o tres sitios y practicar el destete 
temprano medicado (Alexander y col .• 1980). 
11. Control serológico. 
a) Emplear frecuentemente técnicas serológicas para detectar portadores y 
eliminarlos de la b't"anja. 
b) Cuando la granja sea pequeña y produzca animales de elevado valor genético, en 
caso de encontrarse animales infectados será necesario elin1inarlos y repoblar la 
granja con animales seronegativos de una granja libre (Kawanagh. 1989). 
111. Vacunación de la piara. 
Se han tenido diversos problernas para encontrar una vacuna que proteja realmente 
contra la enfennedad y lo rnás usual ha sido la aplicación constante de 
autobacterinas en la !,."Tanja. La prevención de la infección por imnunización con 
bacterinas ha sido poco exitosa. Las bactcrinas producidas con cultivos jovenes (6 a 
12 horas) son tóxicas .. aunque inducen cierta resistencia scrotipo-especifica a la 
enfermedad y posiblemente a la infección (Nielsen, 1976; Henry y Marsteller, 
1982). Las bacterinas provenientes de cultivos de 18 horas o más no son tóxicas 
pero proveen poca inmunidad protectiva. Los adyuvantes son necesarios para 
desarrollar la respuesta inmune a las bacterinas de cultivos .. ;ejos, pero son 
innecesarios en bacterinas de cultivos jovenes (Pijoan y col., 1982). En este sentido, 
el uso de dihidroheptaprenol como adyuvante en bacterinas ha sido útil, al parecer 
porque promueve un aumento de la fagocitosis y actividad bactericida de 
polimoñonucleares y macrófagos (Kimura y col., 1993). asi mismo, las bacterínas 
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preparadas con base del 5% de lecitina-aceite mineral estimulan títulos altos de 
anticuerpos (Straw y col., 1990). 
Se han utilizado también múltiples sistemas de vacunas con fracciones semi­
purificadas de Ap. como el sobrenadante de cultivo libre de células a mitad de la 
fase logaritmica conteniendo carbohidratos, LPS. proteínas, la hemolisina de 1 1 O Kd 
y la toxina de 120 Kd que confieren protección contra el desafio pero sin eliminar la 
posibilidad de generar portadores sanos (Fedorka-Cray y col., 1993), o extractos 
celulares obtenidos a partir de cloruro de litio en conjunto con hemolisina cruda 
adsorbidos en hidróxido de aluminio que protegen de la muerte y del daño pulmonar 
ante el desafio con serotipo homólogo (Beaudet y col., 1994). También se ha 
intentado la inmunización con la lipoproteina de 40 Kd de Ap 1 expresada en E. 
coli que confiere protección cruzada hacia los serotipos 2, 8. 9. 11 y 12 eliminando 
la posibilidad de muerte pero no de dai\o crónico (Gerlach y col.. 1993). así mismo. 
el uso de proteínas de fusión formadas por la porción carboxi-terminal de la 
citolisina de 103 Kd y la proteína fijadora de transferrina expresadas en E. coli a 
pariir del genoma de .t-\.p7 ha tenido resultados semejantes en cuanto a evitar la 
muerte pero no el dm1o crónico (Rossi-Campos y col.. 1992). El antígeno protéico 
asociado al polisacárido capsular extraído con cetavlón de Ap 1 protege a ratones de 
la muerte ante el desafio intraperitoneal y al parecer existe un fenó1ncno de 
acarreador-hapteno (Lenser y col.. 1988). En este sentido, el uso de vacunas a partir 
de conjugados de hemolisína-polisacárido y hemolisina-LPS por vía intramuscular 
reduce significativmncntc el rango de mortalidad y la frecuencia de lesiones 
pulmonares (Byrd y col.. 1992). Otros intentos de prevención no relacionados a 
vacunación se han llevado a cabo con el uso de el factor de estirnulación de colonias 
de granulocitos que puede introducirse corno profilUctico en cerdos que se ingresan 
a granjas libres o como coadyuvante de antibióticos para el tratamiento y rñpida 
resolución del dafio generado por la infección (Pijoan y col.. 1990). 
Los estudios serológicos indican una pobre correlación de los titules de anticuerpos 
séricos con la resistencia a la infección o a la cnfern1edad (Nielsen9 1979; Pijoan y 
col. 9 1982). Se puede suponer entonces9 que si bien las bacterinas elevan los títulos 
de anticuerpos séricos no inducen eficientc111ente la fonnación de anticuerpos 
protectivos como IgA secretoria en Ja luz de los bronquios, posiblemente porque 
estas son introducidas por via diferente a la respiratoria. 
En contraste a la protección inducida por las bacterinas._ los cerdos que sobreviven a 
la infección desarrollan una fuerte inmunidad especie-especifica y son resistentes a 
la reinfección indiferentemente al serotipo (Nielsen. 1 976; Nielsen. 1979). 
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Se han ensayado inmunizaciones por aerosolización con Ap inactivado obteniendo 
solantente protección serotipo-especifica. siendo necesario el uso de adyuvantes 
(Nielsen. 1984; Loftager y col.. 1993). La inmunización por aerosoles con Ap 
atenuado ha tenido resultados alentadores. demostrando que la aplicación local en 
mucosa respiratoria genera la producción de anticuerpos protectivos en secreciones 
de la clase JgG e lgA apane de la respuesta sérica (Bosse y col.. 1992). sin 
embargo .. los sistemas utilizados para Ja inmunización tienden a ser impropios para 
vacunar a todo un hato desde el punto de vista de tiempo y costo. 
Hasta el momento. es claro que la enfermedad debe ser bloqueada antes de que se 
de la adhesión del microorganismo. o al menos se debe bloquear la actividad de 
toxinas como lipopolisacáridos o Apx a nivel de la mucosa a panir de lgA secretoria 
e lgG producidas por células del sistema de tejido linfoide asociado a mucosas. 
Como la aplicación de los inmunógenos purificados referidos con anterioridad a 
nivel respiratorio desencadena una respuesta similar a la enfennedad, es deseable 
introducirlos vía otras n1ucosas en donde el dm1o producido sea relativamente 
inócuo .. a saber .. mucosa oral, mucosa enterica o serosa peritoneal. Debido a las 
características de comportamiento y de manejo del cerdo es recomendable la 
introducción de vacunas por vía oral lo cual pcnnite por un lado la inmunización vía 
placas de Peyer en la mucosa enterica y por otro distninuye el estrés debido al 
1nanejo el cual es reconocido corno agente predisponente de albrunas enfennedadcs 
porcinas (Tielsen. 1978).Por otra parte. se ha encontrado que es precisamente en el 
material capsular. lipopolisacárido y polisacárido capsular. en donde residen los 
determinantes antigénicos que provocan gran pane de la respuesta humoral y celular 
del cerdo a la infección, como lo son antígenos específicos de cepa y serotipo en el 
polisacárido capsular~ detenninantes de serotipo y antígenos que producen los 
cruces serológicos entre serotipos y antígenos específicos e inespccificos de especie 
en el LPS (Fenwick y Osbum, 1986; Radacovici y col., 1994). y que en el LPS 
reside la capacidad de adherencia del microorganisn10 a los anillos traqueales y 
células pulmonares (Bélanger y col.. 1990; Jacques y col.. 1991) por lo que 
inicialmente serian los antígenos de elección para la producción de inmunidad 
protectiva a partir de una vacuna. El problema principal es introducir dichos 
antígenos de tal manera que sean capaces de inducir la producción de anticuerpos 
secretorios que e\.;ten la fase de adhesión de Ap a la mucosa respiratoria del cerdo 
inhibiendo su mecanismo de dm1.o. Se sabe que existe un mecanismo de transporte 
de anticuerpos a través de las células que producen anticuerpos en la lámina propia 
de la mucosa epitelial a la circulación general y luego hacia la luz de otras mucosas 
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por las células epiteliales de éstas {Benacerrat: 1979). Por ejemplo, se ha 
comprobado en ovejas que al introducir antígenos protéicos en la cavidad peritoneal 
aparecen anticuerpos de tipo lgA en la mucosa bronquial {Scichitano y col., 1984), 
la presencia de células productoras de anticuerpos en el tracto respiratorio del cerdo 
posteriores a Ja inmunización con proteínas vía intraperitoneaJ e intratraqueal 
{Sheldrake y col., 1988) también ha sido comprobada, así como la protección 
cruzada conf"erida contra el desafio con virus de la gastroenteritis transmisible 
porcina posterior a la infección con coronavirus respiratorio {Cox y col., 1993). Es 
imponante considerar que los antígenos de tipo polisacárido y lipopolisacárido son 
en general por sí 1nismos débiles inmunógenos .. por lo que es deseable obtener un 
sistema que permita prolongar la disponibilidad de estos antígenos en el organismo 
en f"orma constante por un tiempo razonable a fin de elevar Ja respuesta inmune en 
conrra de ellos .. una alternativa para resolver este problema son los sistemas de 
liberación controlada. 

1.4 SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA Y VACUNACION ORAL 

Con el desarrollo de Ja ingeniería genética han aparecido nuevos productos con 
propiedades íannacoló&7Ícas útiles~ para los cuales Ja selección de un sistema 
apropiado de liberación ha sido complicada por el hecho de que la mayoría de estos 
productos son polímeros de alto peso molecular, en general polipétidos, que debido 
a sus grandes dimensiones son incapaces de atravezar Ja n1ayoría de Jas cadenas 
poliméricas de los materiales utiJizados conu·uunente en Jos sistemas de liberación 
conrrolada. Algunos medios. sin embargo, están disponibles para el desarrollo de 
sistemas de liberación controlada de rnacrornoJécuJas a partir de materiales 
poliméricos biocompatibles o biomateriaJcs. En general9 puede considerarse que 
existen tres tipos de biomateriales. Jos p0Jít11eros biodet.rradables. Jos polín1eros no 
biodegradables y Jos polimcros bioadhesivos. los primeros dos son útiles 
principalmente para ad1ninistración parenteral en tanto que Jos últimos son 
preferidos para administración oral debido a su capacidad de adhesión sobre la 
superficie epitelial del tracto gastrointestinal (Langer. 198.J; Hung y col., 1985). 
En animales9 Ja liberación sostenida de antígenos a partir de implantes subcutáneos 
de copolimeros no biode!,"'Tadables compuestos de etileno-acetato de vinilo {EVAc) 
ha demostrado promover Ja respuesta de anticuerpos por 1nás de seis meses (Preis y 
Langer, 1979). Sin embargo. el polímero EVAc ha sido reemplazado por poliésteres 



láctico-co-glicólicos biodegradables debido a que son los únicos permitidos por la 
Administración Federal de Drogas (FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica 
(Morris y col.. 1994). La administración subcutánea del enterotoxoide B de §.. 
aureus (SEB) microencapsulado en dichos polímeros provoca altos títulos séricos 
de lgG en contraste al antígeno soluble (Eldridge y col.. 1991 ). observandose el 
mismo resultado con la microencapsulación de toxoide tetánico en láctico-co­
glicólico (Esparza y Kissel. 1992). 
La observación de que las micropanículas son adsorbidas por la placas de Peyer en 
el tracto gastrointestinal ha sugerido que la administración oral de vacunas 
microencapsuladas es posible y puede resolver los problemas de pH bajo y enzimas 
líticas en el medio gástrico así como las altas dosis requeridas para la inmunización 
de mucosas, por lo que existen varios desarrollos en este sentido para la 
administración oral de imnunógenos tales corno SEB, firnbrias de E. coli y vin1s de 
influenza A inactivado (Morris y col .• 1994). sin embargo. algunos de estos 
antígenos corno las firnbrias de E. coli no son debidamente protegidos por la 
microencapsulación en láctico-co-glicólico y son destruidos por la acidez estomacal 
(Edelman y col .• 1993). 
El problema de la degradación de los antígenos a su paso por el estómago cuando se 
utilizan polimeros biodegradables como los poliésteres de láctico-co-glicólido 
podría ser resuelto con el uso de materiales bioadhesivos~ algunos de los cuales 
tienen la propiedad de protección a la mucosa gástrica~ es decir. que a su paso por el 
tracto gástrico forman películas que inhiben la actividad del jugo gástrico sobre las 
células. Idealmente,. un bioadhesivo debe curnplir con las siguientes propiedades: 
No ser tóxico. no ser absorbido por el tracto gastrointestinal. formar 
preferenternente enlaces no covalentes con las superficies epiteliales mucosas,. 
rápida adhesión a los tejidos,. permitir fácil incorporación del principio activo~ 

poseer sitios especificas de anclaje y ser econórnico (Hung y col.. 1985). A la 
fecha,. se conocen varios productos bioadhesivos que exhiben k1s características 
antes citadas como lo son el carbopol (carboxipolimetileno). policarbophil. 
carboximetilcelulosa,. gon1a de tragacanto y alginato de sodio entre los más 
importantes,. siendo el carbopol uno de los rnateriales con mayor capacidad adhesiva 
y baja toxicidad (Sman, 1984; Hung y col. 1985). que además se encuentra 
disponible a bajo costo en !\.léxico y es pennitido por la FDA para la preparación de 
formas fannacéuticas. El desarrollo de este trabajo esta encaminado hacia el diseño 
de un sistema de liberación controlada a base de carbopol que contenga polisacárido 
y lipopolisacárido de Ap,. que introducido por vía oral en cerdos funcione como 
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vacuna, estimulando la producción de anricuerpos secrerorios a nivel de Ja mucosa 
bronquial inhibiendo la capacidad de daflo del microorganismo, como una 
allemariva de prevención para Ja pleuroneumonia conragiosa porcina. 
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.2.0 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Oisei\ar y probar un sistema de liberación controlada para inmunización oral contra 
Ja pleuroneumonia contagiosa porcina. 

2.2 Objetivos paniculares 

2.2. 1. Extraer y purificar el polisacárido capsular y el lipopolisacárido de ~ 
pleuronneumoniae serotipo 1. 

2.2.2 Incluir los antígenos en una matriz de carbopol y determinar el tarna11o de 
panícula óptimo para su adhesión en la mucosa intestinal del cerdo. 

2.2.3. In1nunización de cerdos con eJ sistema de liberación controlada y desafio 
con A. nleuropneumoniae serotipo 1 para evaluar Ja efectividad de la vacuna 
propuesta. 
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3.0 l\IATERIALES Y l\IETODOS 

3.1 CULTIVO DEL !lllICROORGANISMO. 

La cepa de Actinohocillus nleuronneumoniae serotipo 1 (Apl) que se obtuvo del 
cepario de la Coordinación General de Estudios de Posgrado de la FES-Cuautitlán 
U.N.A.M., se cultivó en un fermentador de 1 O litros (New Brunswick, Co.) en caldo 
soya tripticaseína suplementado con IO% de FESUNAD como fuente de NAO, en 
agitación a 200 r.p.m. y con un flujo de aíre de 3 litros por minuto, utilizando como 
anliespumante una mezcla de 1 00 mi de aceite mineral y 20 mi de silicón FG-1 O 
(Dow Coming). Como inóculo se utilizó un cultivo en fase exponencial del 
microorganismo en una cantidad equivalente al 1 O % del volumen total de 
fermentación. El pH se ajustó constantemente a 7.0 con NaOH SM y la 
temperatura se mantuvo a 3 70C durante 5 horas. Se obtuvieron alícuotas de 1 O mi a 
los O, 30, 60, 120. 180, 240 y 300 minutos, con la finalidad de se¡,'llir la cinética de 
crecimiento mediante la lectura de absorbancias en un espectrofotómetro (Beckman 
DU-64) a 580 nm y el cálculo de peso seco por gravimetria sobre membrana 
Millipore de 0.22 um. Para este fin. la biomasa contenida en los 10 mi de alícuota 
de cultivo se retuvo en 1nembranas de 25 mm de diámetro previarnente pesadas, 
que posteriom1ente se secaron a 40ºC durante 24 horas y se pesaron para obtener el 
peso seco por diferencia .. las detenninaciones se realizaron por triplicado. 

3.2 SEPARACJON DE BIOMASA Y PURIFICACION DE SOLIDOS 
SUSPENDIDOS. 

La bio.1nasa contenida en el cultivo se separó por centrifugación a 3500g/30 min ... y 
a partir del sobrenadante se obtuvo la fase oleosa Ja cual se lavó con agua destilada 
por centrifugación bajo las n1ismas condiciones y se resuspendió en 200 mi de agua 
destilada para ser extraída en dos ocasiones con 50 mi de cloroformo. La fase 
acuosa se dializó contra amorti¡,'llador salino de fosfatos O.OSM. pH 7.0 (PBS) con 
membrana de corte de 5000d, estas fracciones se congelaron a -20ºC hasta el 
momento de su análisis. 

12 



3.3 PURIFICAClON DE LlPOPOLISACARIDO Y POLISACARIDO 
CAPSULAR DE Apl. 

La biomasa se resuspendió en un quinto del volumen original de cultivo con 
isopropanol al 50% en agua y se mantuvo a 37ºC durante 30 minutos con agitación 
ocasional. Posteriormente.. Ja biomasa se lavó dos veces por centrifugación a 
3500g/20 min. con agua destilada y se deshidrató por tratamiento sucesivo con 
etanol. acetona y éter. 
Para la extracción del lipopolisacárido de tipo rugoso (LPSr) se utilizó la técnica de 
Galanos y col. (1969). La bacteria deshidratada se extrajo con una mezcla de f"enol 
90o/o-clorofbnno-éter de petróleo (2:5:8) en proporción de 4 ml/g de bacteria, 
homogeneizando en vortex por 2 n1inutos .. 1nanteniendo la temperatura entre O y 
20ºC. La mezcla se centrifügó a 5000g/J 5 min .• re-extrayendo el paquete en dos 
ocasiones mas y juntando los sobrenadantes obtenidos .. los cuales se filtraron sobre 
papel Watlunan y se llevaron a 30-40ºC en un evaporador rotatorio para eliminar 
el éter-cloroformo hasta la cristalización del fenol. El fenol cristalizado se 
redisolvió con agua destilada gola a gota hasta la precipitación del LPS y se dejó 
reposar la mezcla por uno a dos minutos para centrifugarse posterionnente a 3000 
g/10 min. El sobrenadanre se decantó a sequedad y el precipitado se lavó por 
centrifugación dos veces con fenal al 80%. e Í&Y\Jal numero de veces con éter 
secando a vacío .. de esta manera se obru,,.·o LPSr crudo. Para la extracción del 
lipopolisacárido de tipo liso (LPSI) y el polisacárido capsular (PC). las bacterias 
deshidratadas se trataron con una solución de EDTA 0.25l'vf en NaCI 0.85% en 
proporción de 15 ml/g de bacteria durante 3 horas a 25ºC y agitación a 100 r.p.m .• 
posteriormente la mezcla se centrifugó a 3700g/30 min .• separando el paquete y el 
sobrenadanre. El sobrenadante se filtró por membrana !Yfillipore de 0.22 µm y se 
dializó contra agua destilada. esta preparación fue llamada LPSI crudo. Por otra 
pane. el paquete se resuspendió en HCI 0.0SM en NaCI 0.85% en proporción de 25 
rnl/g de bacteria y se agitó a 50 r.p.rn. durante 3 horas a 25(.'>C, posterionnente Ja 
mezcla se centrifugó a 3500g!30 min. y el sobrenadante se neutralizó con NaOH 
0.1 N. esta solución se filtró por membrana Millipore de 0.22 i1m y se mezcló con S 
volumenes de etanol al 95% durante 12 horas a 4ºC, separando el precipitado por 
centrifugación a 5000g/30 min., dializando éste contra agua destilada, la 
preparación fue llamada PC crudo. 
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3.4 ANALISIS DE LAS FRACCIONES. 

3.4.I Determinación de proteínas (Brad.ford. 1976). 

Reactivo. Se disolvieron 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 50 mi de 
etanol al 95%. se agregaron 100 mi de H3P04 al 85% (pÍv) y se diluyó a un litro 
con agua destilada. 

l\lérodo estándar. A 100 µI de solución que conrenia entre 10 y 100 µg de 
proteína. se agregaron 5 mi del reactivo de azul de Coomassie mezclando con 
vonex. midiéndose la absorbancia contra blanco de amoniguador a 595 nm después 
de dos minutos y antes de una hora. La concentración del problema se calculó por 
interpolación en una curva patrón. 

l\lélodo micro. A 100 µI de solución que conrenia enrre 1 y 1 O µg de proteina. se 
agregó 1 mi de reactivo de Coomassie mezclando con vonex, midiéndose la 
absorbancia contra blanco de amoniguador a 595 nm después de dos minutos y 
antes de una hora. La concentración del problema se calculó por interpolación en 
una curva patrón. 

3.4.2 Determinacion de carbohidratos. 

Previo a Ja detenninación de carbohidratos Jos extractos se hidrolizaron con HzS04 
2M (para la detenninación de azúcares neutros) y HCJ 2M (para aminoazúcares), a 
1 OOºC durante 16 horas. 

3.4.2.1 Aminoazticares (Strominger y col.. 1959). 

A 40 µJ de una solución que contenía de 0.01 a 0.1 µmoles de glucosamina 
mantenida en bailo de hielo se agregaron 20 µI de una mezcla 1: 1 recién preparada 
de NaHC03 saturado y anhídrido acético en agua, incubando a 25ºC por 1 O 
minutos. colocándola en bailo maria por 3 minutos. Después de dejarlo enfriar a 
temperatura ambiente se le adicionaron 50 µJ de KzB407 al 5% o de glicina O. 1 M 
a pH 9.0 y se colocó en bailo maria por 7 minutos. Se agregaron 500 µI de ácido 
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acético glacial y 200 µI de p-dimerilarninobenzaldehido al 16% en ácido acético 
glacial al 95% y 5% de HCI concentrado, se incubó la mezcla a 38ºC por 20 
minutos y se leyó la absorbancia a 585 nm. La concentración de los problemas se 
calculó por interpolación en una curva patrón. 

3.4.2.2 Azúcares neutros (Dische y col.. 1949). 

A 200 µI de muestra conservados en brulo de hielo se le agregaron 900 µ1 de 
H2S04 diluido en agua (12:2) agitando la mezcla y dejándola reposar a remperatura 
ambiente por 1 O minuros. La mezcla se mantuvo posreriormenle por 3 minuros en 
baño de agua en ebullición. dejándola enfriar a lemperarura arnbienle. A esra 
solución se le delerminó el especrro de absorción desde 230 nm hasta 700 nm. Una 
vez detenninado el espectro se agregaron 20 µI de una solución recién preparada de 
clorhidraro de cisleina al 3% en agua. agilando y dejando reposar en obscuridad. Se 
determinó nuevamenle el especrro desde 230 nm hasta 700 nm a los 90 minuros y 
22 horas. A partir de los especlros se obruvo la longitud de onda a la que debían 
determinarse galacrosa (600 nm) y Ramnosa (400 nm). La concenlración de las 
n1uestras se calculó a partir de curvas patrón. La concentración de glucosa fue 
obtenida a panir de los hidrolizados con ac. sulfúrico (previa neutralización con 
NaHC03) en un auloanalizador de quimica clínica Express 550 (CIBA-Coming), 
mediante el uso de reactivos comerciales basados en el método de Trinder 
(Glucosa-Trinder, CIBA-Coming). 

3.4.2.3 Determinación de 2-cero-3-desoxiocronaro (KDO) 
(Cynkin y Ashwell. 1960). 

Se pipetearon 1 00 µI de mucsrra en un tubo de lapón de rosca y se m1adieron 50 µI 
de H2S04 0.5Jl,,f, calenrando en bailo maria en ebullición por 8 minuros con los 
tapones flojos. La mezcla se enfrió en bm1o de agua y se ar1adieron 250 µI de Ac. 
Peryódico 0.005M en H2S04 0.0625M dejándola reposar por 20 minulos a 
temperatura arnbienre. La reacción de oxidación se detuvo por la adición de 500 µI 
de arsenito de sodio al 2%. en HCI O.SN agilando y dejando reposar por 2 minuros. 
Se añadieron entonces 2 mi de Ac. 2-liobarbitúrico al 0.3% aq. y la mezcla se 
calentó en bailo maria en ebullición por 1 O minutos. enfriando al bailo de agua. Se 
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leyó la absorbancia a 549 y 532 run contra blanco de reactivos. La concentración 
de KDO se calculó a partir de la siguiente f"ónnula: 

µg KDO/ml= (0.087 A549 - 0.024A532) X 2550. 

3.4.3 Ensayo para endotoxina con lisado de amebocito de limulus. 

Siguiendo las instrucciones del fabricante se prepararon diluciones decimales de 
LPS estándar. extracto crudo de LPS y polisacárido capsular, colocando 10 µI de 
cada dilución en los pozos de una microplaca y adicionando 1 O µI de la solucion de 
lisado de amebocito (Sigma Chem. Co .• St. Lo.) a cada pozo, las placas se sellaron 
con parafilm y se colocaron a 37ºC por 30 minutos. El titulo se tomo como la última 
dilución en la que se encontró fonnación de gel. 

3.4.4 Electroforésis en gel de poliacrilamida-SOS (SOS-PAGE) e 
Inmunotransferencia. 

El conimiento electroforético de las fracciones se realizó con el sistema de Laemli 
(1970). utilizando el gel concentrador al 4% en amoniguador Tris-HCI 0.125M, 
0.1% SOS, pH 6.8 y el gel de corrida al 12.5% en amoniguador Tris-HCI 0.375M, 
0.1 % SOS. pH 8.8. El amortib'Uador de corrida füe Tris 0.025 M-glicina 0. l 92M. 
0.1º/o SOS, pH 8.3. La corrida se realizó a 35 mA de corriente constante durante 35 
minutos .. con preelectroforésis de 30 minutos y carnbio de amortiguador previo a la 
iniciación de Ja corrida. Las bandas fi1eron reveladas por tinción con nitrato de plata 
y contrateñidas con azul de Coomassie (Hitchcock y Brown. 1983). Se utilizaron 
como marcadores de peso molecular miosina (205 Kd). P-galactosidasa ( 1 16 Kd). 
albúmina bo~ina (60 Kd). ovoalbúmina (45 Kd) y anhidrasa carbónica (29 Kd) , y 
como estándares de referencia lipopolisacárido de tipo liso obtenido de ~ 
serotipo 026:86 y de tipo rugoso obtenido de S. minnesota R5 (mutante Re). Todos 
los marcadores füeron comprados a Sigma Chem. Co. El material separado por 
SDS-PAGE se transfirió del gel a papel de nitrocelulosa (lnmobilon. Millipore) 
utilizando el sistema de rnetanol-Tris-glicina de Towbin y col. ( 1979). La 
elecuotransf"erencia se desarrolló en un equipo de transferencia (Hoefer Scientific 
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Insrrumenrs. San Francisco, CA) por 2 horas a 30 V. Los sitios no ocupados en el 
papel de nitrocelulosa se bloquearon con solución bloqueadora amoniguada de 
albúmina sérica bovina (ELISAmare. Kirkegaard & Peny. Lab. Inc.) por S minutos 
a temperatura ambienre y las tiras se dejaron reaccionar con el suero de prueba 
diluido 1 :20 en la misma solución durante 1 .S horas relirandose el suero con 
solución de lavado (ELISAmare. Kirkegaard & Peny. Lab. Inc.) repiliendo el 
procedimienlo en S ocasiones. Enronces se agregó anricuerpo peroxidado de 
afinidad por lgG o IgM porcina desarrollado en cabra (Kirkegaard & Peny. Lab. 
Inc.) diluido 1 :SOO en leche descremada al 1 % en amortiguador de rrielanolamina. 
pH 7.2 duranre l .S horas y después del proceso de lavado las liras se revelaron con 
una solución de 30 mg de alfa-Cloronaftol en SO mi de amortiguador de 
trietanolamina pH 7.2. 10 mi de metano! y SO µI de peróxido de hidrógeno. duranre 
20 a 60 minuros. 

3.5 DETERMINACION DEL TAMAÑO OPTIMO DE PARTICULA PARA LA 
MICRONIZACION DE CARBOPOL. 

Una solución al 10% de carbopol se colocó en altura controlada sobre una charola 
porcelanizada y se secó en eslufa a 60ºC duranre 12 horas. la placa obtenida se 
molió y micronizó con un molino de cuchillas. el polvo así obtenido se ta1nizó en 
diforentes rammlos de partícula. !ornándose para las experiencias los cortes 80/1 OO. 
100/200 y 200/325. Con estos polvos se realizaron pruebas de adhesión sobre 
secciones longirudinales de 20 X 1 cm de yeyuno de cerdo convencional acorde con 
el ensayo ex vi,,·o propueslo por Ranga y Buri (1989). Las secciones se lavaron con 
solución an1ortiguadora de Socrensen y se fijaron mediante grapas a una sección 
longitudinal de tubo de cloruro de polivinilo. Una vez fijos. los cortes se 
espolvorearon hotnogencmnenre con 100 rng de Jos micronizados, dejándose 
interactuar con la mucosa durante 1 O minutos. Posteriom1cnte, se retlujó solución 
intestinal sin1ulada a una velocidad de 25 ml/rnin. durante 60 n1inutos, pennitiendo 
que la solución cubriera inte!,7ramente la mucosa. Se tomaron muestras a diferentes 
inrervalos de riempo y se derenninó Ja camidad de carbopol eluido por un análisis 
gravimétrico contra un blanco de mucosa sin polirnero. La pnieba se realizó por 
triplicado. Se tornaron secciones de tejido para microscopia electrónica de barrido 
anles y después del reflujo y en secciones no lraladas. 
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3.6 DETERMINACION DEL TIEMPO DE HUMECTACION OPTIMO Y 
COMPORTAMIENTO ULTRAMICROSCOPICO DE LA MATRIZ 
MJCRONIZADA. 

Una vez derenninado el ramaño óprimo de panícula se procedió a derenninar el 
erecto del liempo de humectación (tiempo necesario para provocar la relajación de 
las cadenas del polímero por efecro del ingreso de agua). sobre la fuerza 
mucoadhesiva del polímero y su comportamienro a nivel ultramicroscópico. Se 
urilizaron rabietas de carbopol 934 con área consranre de 0.79 cm , las cuales se 
dejaron inreractuar con fluido inreslinal simulado desde O hasla 15 minuros ( 1, 3, 5, 
5.5, 10, 12.5 y 15) y la fuerza de adhesión se midió por medio de una balanza de 
rorsión modificada (Villalobos y col., 1992). Paralelamenle, muesrras de polímero 
micronizado fueron expuesras a fluido intestinal simulado en Jos mismos periodos 
de tiempo, liofilizandose y tratandose para su observación por microscopia 
elecrrónica de banido. 

3.7 PREPARACION DE LA MATRIZ CARBOPOL-ANTIGENO. 

Se preparó una mezcla de los exrraclos cmdos de LPSr, LPSI y PC en igual 
proporción (v/v) y se adicionó al 1 % a la solución salurada de carbopol secando y 
micronizando de Ja manera que fue descrita con anterioridad. Siendo este polvo 
micronizado el que se utilizó para la inrnunización oral. 

3.8 INMUNIZACION DE CERDOS Y DESAFIO CON Apl CO/VlPLETO. 

Se utilizaron cerdos libres de patógeno especifico (spt) recién destetados, obtenidos 
del biorerio del CENID-/Vficrobiología de la SARH, asignados de manera alearoria a 
cuarro gupos. El primer grupo (n= 4), se inmunizó por vía oral con 200 mg de malriz 
micronizada en el día O, con la misma dosis oral de refuerzo en el día 7 (grupo 0). 
El segundo grupo (n=4), se inmunizó por via oral con 200 mg de marriz micronizada 
en el dia O, con dosis intramuscular de refuerzo en el día 7~ con 2 mi de una 
bacterina preparada con la misma cepa de Apl en Al(OH)J (grupo 01). El tercer 
grupo (n=4), se inmunizó por via inrramuscular con 2 mi de baclerina en el día O, 
con dosis inrramuscular de refuerzo en el día 7, con 2 mi de bacierina (grupo l/Vf). 
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El cuano grupo (n=2). se tomó como control sin tratamiento (grupo C). En el día 14 
todos los animales fueron desafiados en una cámara de aerosolización construida y 
normalizada en FES-Cuautitlán (Caballero, 1985) con 12.5 mi de un cultivo de Apl 
completo con 5.2 X 107 UFC/ml durante 15 minutos y reflujando aire solamente 
durante 5 minutos mas. A partir de este momento se evaluaron los signos en Jos 
animales (temperatura rectal. cianosis, postración). sin embargo. debido a que no se 
encontró cambio alguno en Jos animales cuatro días después del primer desafio. se 
realizó un segundo desafio bajo las mismas condiciones pero esta vez con una cepa 
de A. pleuropneumoniae aislada de campo del serotipo 1. 
Los animales que no murieron en un lapso de 7 días se sacrificaron previa 
insensibilización por electrocución. tanto ellos como los que murieron en etapas 
previas fueron procesados para estudio de patología. Las lesiones macroscópicas 
fueron observadas y registradas en el momento del sacrificio, tomándose muestras 
de las lesiones presentes en pulmón para cultivo microbiológico y estudio 
histopatológico. Durante el curso del experimento se tomaron muestras de sangre a 
todos los animales a fin de obtener suero y poder realizar los ensayos de serología. 
Jos tiempos designados para tal fin correspondieron a los días O, 7 (refuerzo). 14 
(primer desafio). 18 (segundo desafio) y 25 (sacrificio). 

3.7 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO. 

3. 7. l Lesiones macroscópicas. 
Los pulmones obtenidos a la necropsia se evaluaron para conocer el grado de daño 
generado por el desafio y la protección ofrecida por las innu1nizaciones. A panir del 
re.b"1stro del área superficial de las lesiones presentadas en la región dorsal y ventral 
de los pulmones en los cuatro lóbulos sobre modelos en papel Wathman No. 1 
acorde con Ciprián (1987). se calculó el porcentaje de daiio pulmonar tomando 
como base el area total de las lesiones. La medición del porcentaje de lesión se 
modificó ligerrunente a la técnica propuesta originalrnente~ en la que el área se 
medía sobre papel milimétrico~ en este caso el porcentaje se obtuvo por diferencia 
de pesos entre el modelo sobre papel completo (pulmón nonnal ) y el peso del 
modelo una vez que las áreas n1arcadas de lesión fueron eliminadas por corte. Los 
resultados se trataron estadístican1ente por análisis de varianza con el método de 
rangos múltiples de Tukey al 95% de confianza mediante el paquete Statgraphics 
ver. 3.0. 
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3. 7.2 Lesiones microscópicas. 
Se removieron secciones de las zonas dai1adas en pulmón y se f"ijaron en formalina 
arnoniguada al 10%, para luego ser embebidas en parafina y conadas a un espesor 
de S-6 um. Los cortes histológicos se tit1eron con hematoxilina y eosina para su 
observación y evaluación de da110. Así mismo, se tomaron muestras de duodeno, 
yeyuno e íleon a fin de evaluar una probable respuesta a nivel de placas de Peyer. 

3.7.3 Recuperación del agente. 
Se tomaron muestras de las zonas de dai1o a fin de recuperar al mii:roorganismo 
mediante cultivo en placas de agar sangre sembrando en estría por dilución de 
colonias utilizando una cepa de Staphvlococcus aureus como nodriza. 

3.8 ENSAYOS SEROLOGICOS. 

Aglutinación lenla en tubo. 

Se empleó la técnica descola por Morilla ( 1986). el antígeno para la prueba se 
preparó a partir de un culrivo de 18 horas a 37ºC en placa de agar de 
soya-tripricaseina suplementado con NAO, con la misma cepa de Ap 1 que se utilizó 
para la preparación de los antígenos crudos. El crecimiento de lavó por 
centrifugación a 3500g/20 min. en dos ocasiones y posteriormente se diluyó a una 
concentración del 4.5% en solución O. 15M de NaCI, medida como el volumen 
porcentual de células empacadas en un rubo capilar después de centrirugación a 
5000 r.p.m./3 min. en una centrifi1ga clínica para microhematocrito 
(Becton-Dickinson). El anligcno concentrado se normalizó previo a la 
determinación a una concenlración celular equivalente al 0.045% en solución O. 15M 
NaCI estéril adicionada en eJ momento de su uso con fenol a una concentración final 
del 0.5% (el antígeno se diluyó 1: 100 con solución salina renolada en el momenro 
de su uso). Para Ja determinación se realizaron diluciones decimales de 1 :25, 1 :50, 
1: 100 1 :200 y 1 :400. Medianre el uso de una pipeta de Bang se colocaron en cinco 
tubos 80, 40, 20, JO y 5 µJ de suero problema a los cuales se les adicionaron 2.0 mi 



de antígeno nonnalizado 1:100, resultando las diluciones de 1:25 a 1:400 
especificadas con anterioridad. Los tubos se agilaron duranle 30 segundos en la 
misma gradilla y se incubaron a 37ºC durante 48 horas. Para la lectura de la prueba 
se ulilizó luz fluorescente indirecla con f"ondo negro. el grado de aglulinación se 
midió observando el grado de lransparencia sin agilar el tubo de la siguienre manera: 

(++++) = Aglulinación y sedimenlación complelas con clarificación 101al del 
sobrenadante. 
(+++) = Aglulinación y sedimenlación casi complelas y clarificación del 75%. 
(++) =Aglutinación y sedimenración pronunciadas y clarificación del 50%. 
( +) = Sedimenlación parcial y clarificación del 25%. · 
( - ) = Clarificación nula. 
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4.0 DESCRIPCION ANALITICA DE RESULTADOS 

4.1 CULTIVO DEL MICROORGANISMO. 

La curva de crecimiento para Ap 1 se presenta en la gráfica 1 • en donde puede 
observarse un componamiento monofásico con un tiempo de 3.5 horas a la fase 
estacionaria. El componamiento cinético de Ja cepa en cultivo con f"ermentador se 
presenta en la grafica 2, bajo las condiciones de fermentación utilizadas el 
rendimiento de biomasa fue de 1 .68 gil. En este caso. las lecturas de absorbancia 
indicaron que la fase estacionaria se alcanzó a las 5 horas. sin embargo. al realizarse 
el seguimiento con cuentas viables se observó la disminución progresiva de las 
UFC/ml, paralela a Ja formación de sólidos suspendidos no relacionados a la 
biomasa viable alrededor de las 3 horas de iniciado el cultivo. Como lo más 
probable era que se tratara de productos de lisis bacteriana estos sólidos fueron 
separados y purificados para su estudio. las características de estos se describirán 
más adelante. 

4.2 METODOS ANALITJCOS 

Las gráficas 3 y 4 presentan las curvas estándar utilizadas para la determinación de 
proteínas con ecuaciones de rep·esión Y=0.0051 X - 0.0229. con r=0.9988 e 
Y=O.O 171 X + 0.0456 con r=0.9961 para las técnicas macro y micro. 
respectivamente. En las gráficas 5 y 6 se presentan los espectros obtenidos por la 
técnica de Dische para galactosa y ran1nosa. respectivamente. A partir de éstas se 
decidió utilizar solo Ja parte correspondiente a la última fase de Ja dctenninación. es 
decir, los espectros de 24 horas. En la gráfica 7 se presenta la superposición de los 
espectros a panir de la cual se decidió utilizar la longitud de onda de 400 nm para la 
determinación de ramnosa y de 600 nrn para galactosa debido a que a estas 
longitudes pudo diferenciarse una de la otra. Como se observa en esta gráfica 
ramnosa fue incapáz de absorber a 600 nm y aún cuando galactosa también absorbía 
a 400 nm la concentración de ramnosa pudo ser corregida a partir de las ecuaciones 
de regresión obtenidas para las curvas de calibrado (gráficas 8 y 9) que fueron 
Y=0.0182X + 0.1268, r=0.9968 para ramnosa e Y=0.0085X - O.OSI, r=0.9989 para 
galactosa, de tal manera que la corrección para ran1nosa fue el resultado de restar el 
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GRAFICA 4. CURVA DE CAUBRACION PROTEINAS 
( MICIOTECNCA l 
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GRAFICA 9. CURVA DE CALIBRAClON GALACTOSA 
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valor interpolado para absorbancia a 600 nm al interpolado a 400 nm según la 
fórmula: 

µg de Ramnosa= (O.O J 82A400 - 0.1268) - (0.0085A600 - 0.051). 

En la gráfica 1 O se presenta la curva estandar para glucosamina. con la ecuación de 
regresión Y=0.0027X + 0.056, r=0.9971. En la gráfica 11 se presenta la curva 
estándar para los marcadores de peso molecular en SDS-PAGE con una ecuación de 
regresión: logY=5.5667Rf- 1.346. r=0.9924. 

4.3 ANALISIS DE LAS FRACCIONES 

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en el análisis químico de las 
fracciones. Puede observarse que todas las fracciones presentaron contmninación 
con proteínas y que a juzgar por el contenido de carbohidratos el LPS y el PC 
aunque se encontraban enriquecidos en las fracciones correspondientes, no 
pudieron separarse convenientemente. Las fracciones fueron analizadas en geles de 
poliacrilamida-SDS (la curva estándar de marcadores de peso molecular se presenta 
en la gráfica 1 1 ). rii\endo con nitrato de piara a fin de revelar la presencia de LPS y 
PC. contratiñendo con azul de Coomassie para revelar proteínas (figura 1 ). Las 
fracciones protéicas contaminantes fi1eron las n1ismas para los extractos LPSr y 
LPSI. correspondiendo todas a perfiles rcponados con anterioridad para la proteínas 
integrales de membrana externa. destacando las de 76 Kd. 50 Kd. la región mayor 
de 39 a 44 Kd. la proteína modificable por calor de 29 Kd y la proteína de 16-16.5 
Kd (Rapp y col.. 1986; Thwairs y Kadis. 1990; Thwaits y Kadis. 1993). En cuanto 
al PC, éste presentó una menor contaminación protéica encontrándose solaJTicnte 
bandeas definidos de 76. 69. 61 y 56 Kd también correspondientes a proteínas 
integrales de membrana externa. 
El extracto de sólidos suspendidos presentó una a111plia gama de proteínas 
contaminantes .. sin entbargo. éste extracto sc&rún se infiere por el análisis químico 
presentó la mayor proporción de LPS y PC. 
Al realizar el análisis de las bandas teiiidas con nitrato de plata se observó que tanto 
el extracto de LPSr como el de LPSI presentaron un patrón similar de bandeo con 
1 S a 20 dobletes de coloración grisásea y roja. sin patrón de repetición homogéneo 
que corresponden a las cadenas de polisacárido O .. los cuales no se encuentran en 
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TABLA 1. ANAUSIS DE LAS FRACCIONES 

-------- -·----·--------

DETElllNM:ION UPOPOWQRIDO UPOPOUSACARJDO POUSACARIDO souoos 
(llG'mll RUGOSO uso CAPSULAR SUSPENDIDOS 

1----·-- -·-·-- ------··--

PRO~ 13 55 85 113 

------------ ------------- ---------· 
KDO 15 83 9 86 

.___ .-------------·- ·-·--------- -----·-- ;?, 

RAMNOSA 309 3IKI 132 396 

-------!.-------------- ------------------ ---.. ---- ···--··- ·- --····--- ·-- ---

~TOSA 179 244 96 416 

------. ------·----·---·-

GUr.OOA 3852 ., 2214 1IKl!IO 

------- --·---- ------·- --·- --------·-·--·· 

GUICOSIMNA 1200 1860 15 2100 
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Figura l. EJectrof'orésis en ~eJ de poliacrilamida-dodecil sulfüto de sodio ( I 2.5%) 
de Jos C:\."tractos de material capsular de AcrjnobaciJJus pleuropneumoniae ser. J. 
J. f\.farcadores de peso molecular; 2. Lipopolisacárido liso (E. coli ser. 026:826}; 
3. Lipopolisacárido rugoso (S. minnesota RS. mutante Re): 4. SoHdos suspendidos: 
S. Polisacarido capsular: 6. ··Lipopollsacárido liso""' 7 ... Lipopollsacárido rugoso ... 

36 



los LPS de tipo rugoso o liso por lo que se puede inf"erir que el polimero obtenido 
por los dos métodos correspondió a LPS de tipo semi-rugoso (Hjtchcock y Brown. 
1983), el peso molecular aparente de la mancha principal correspondiente al núcleo 
de LPS resultó de 18 a 20 Kd. 
La prueba de lisado de amebocito de Limulus, indicó la presencia de endotoxina 
mayor a 10,000 unidades en el caso del extracto de LPS y de 100 un"idades de 
endotoxina en el caso del extracto de PC. 

4.4 DETERMINACION DEL TAMAÑO OPTIMO DE PARTICULA PARA LA 
MICRONIZACION DEL CARBOPOL. 

El método utilizado mostró claras diferencias entre los tamaJ1os de panícula 
evaluados, el corte de malla 200/325 presentó la mayor proporción de estancia al 
cabo de 60 minutos. seguido por los cortes 100/200 y 80/100 eluyendose 
aproximadamente el 35%. 40% y 55% del polímero respectivamente. No hubo 
diferencias significativas entre los ensayos realizados para cada rnicronizado .. 
indicando que la bioadhesión fue reproducible en pruebas e:< ,..¡,..o. Las micrografias 
electrónicas indicaron una estrecha ['"elación entre el polírnero y la mucosa .. 
obscrvandose zonas de intestino con las vellosidades totalmente recubiertas por 
carbopol (Figura 2a). y zonas en donde se apreciaron claramente las n1icroparticulas 
del polímero incluidas entre las vellosidades intirnrunente ligadas a la mucosa 
(Figura 2b.c). 

4.5 DETER.IVUNACION DEL TIEMPO DE HUMECTACION OPTIMO Y 
COMPORTAJl.UENTO ULTRAMICROSCOPICO DE LA MATRIZ 
MICRONIZADA. 

En la gráfica J:? se puede apreciar que a partir de la relación tiernpo de humectación 
contra fuerza de adhesión manteniendo el área de exposición constante se obtuvo 
un comportamiento que puede ser explicado de la siguiente fomm: 

A tiempo de humectación O se observó una lectura que técnicaJTiente se ha 
denominado punto de fatiga y depende de la penetración de la mucosa y/o 
probablemente de las fuerzas electrostáticas de los grnpos carboxilo del carbopol y 
oligosac:iridos de la mucosa (Longer y Robinson. 1986). 
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Figura 2. Corte longitudinal de una sección de intestino 
tratada con micropartículas de carbopol. A 200X, B 700X, 
C ISOOX. 
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GRAFICA 12. TIEMPO DE HUMECTACION OPTIMO 
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El incremento observado entre O y 1 minutos sobre la fuerza de adhesión pudo 
indicar una interpenetración (mucosa-polímero/ polímero-mucosa), ya que la 
humectación del polímero no había sido suficiente como para anular la acción de la 
mucosa sobre el mismo. La sumatoria de las fuerzas del polímero poco humectado, 
así como las mencionadas en el punto anterior, provocaron un aumento en la fuerza 
de adhesión. 

La disminución de la fuerza de adhesión presentada del minuto 1 al S pudo deberse 
a la eliminación de las interacciones electrostáticas inteñaciales, producto del agua 
presente. aunque esta última no haya sido la suficiente hasta el momento como para 
elevar por si misma la fuerza de adhesión. 

A partir de los S minutos. la cantidad de polímero relajado permitió una máxima 
interpenetración con un probable cambio de la viscosidad de las regiones en 
contacto. lo cual dificultó la separación (Longer y Robinson. 1986). 

Hacia los 10 minutos se presentó la mayor fuerza de adhesión~ la cual disminuyó en 
tiempos posteriores debido a la solubilización de las prilneras capas relajadas de 
polímero. 

Adicionalmente. se tomaron n1icrografias electrónicas de las rnicropaniculas de 
carbopol a tiempos establecidos de humectación. el componamiento de 
solubilización del polímero presentó un patrón definido que se caracterizó por Ja 
fonnación de poros de erosión que &TTaduahnente aumentaron de diámetro (Figura 
3a .. b,.c .. d) .. hasta generar n1icrofila1nentos que finalrnente se solubilizaron en el medio 
(Figura 3e). Este componmniento de solubilización fue sirnilar al encontrado en las 
secciones de intestino tratadas con carbopol y sometidas a reflujo, en donde el 
polímero se observó hacia el tiempo mayor de reflujo en forma de microfilamentos 
(compararar Fig. 2c y Fig. 3e). Esto indicó que conforme el polímero era 
solubilizado el activo contenido en la matriz podía ser liberado en fonna simultánea 
y dado que el tiempo en el que se estudió la füerza de adhesión con pastillas 
directamente expuestas al amortiguador fue de 1 S minutos .. a diferencia del ensayo 
de reflujo ex ,,.h·o que fue de 60 n1inutos .. el tiernpo necesario para dicha liberación 
dependió claramente del medio al que las panículas fueron sometidas. es decir, que 
en un medio en el que el polimero se encontraba directamente expuesto al 

40 



A B 

e D 

E 

•Figura 3. l\1icroscopía electrónica de barrido de 
micropartículas de carbopol: Comportamiento de 
solubilización . A. B. C y D . O. 3. 5 y JO minutos 
respectivamente ( 2000 X). E JO minutos ( 1 O.OOOX ) 
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amortiguador la solubilización fue acelerada. en tanto que en el intestino el polimero 
situado hacia las criptas de las vellosidades al encontrar una menor cantidad de 
solución circundante presentó un tiempo mayor de solubilización. Este 
comportamiento sugirió que los microgránulos no eluídos durante la prueba de 
adhesión es vivo podían permanecer durante un tiempo prolongado en asociación a 
la mucosa aumentando por tanto el tiempo de e"posición del activo a este nivel. 
detenninando una doble función: La localización espacial y la liberación controlada 
de los antígenos a utilizar para la elaboración de la vacuna. 

4.6 ENSA VOS SEROLOGlCOS. 

4.6.1 Aglutinación lenta en tubo. 

En la tabla 2 se presentan los títulos obtenidos por aglutinación lenta en tubo para 
los sueros de los animales en el dia O, después de la primera inmunización (día 7), 
posterior al primer desafio (día 18) y al momento del sacrificio (día 25). Puede 
observarse que todos los animales fueron seronegativos al inicio del experimento y 
que posteriormente a la prirnera inmunización.. solo los animales que recibieron 
dosis de bacterina (cerdos 9-12) y uno que recibió dosis oral (cerdo 8) habían 
desarrollado respuesta sérica en contra del cuerpo bacteriano completo. 
Después del primer desafio. Jos titulas de anticuerpos pennanecieron constantes y 
solo se observó cambio significativo para el titulo encontrado en el cerdo 8 y uno de 
los controles (cerdo 13 ). en este punto, cabe hacer notar que los animales que 
recibieron dosis inicial oral y refuerzo con bacterina.. así como los que se 
inrnunizaron solo con dosis orales. no presentaron respuesta sérica detectable por el 
método utilizado. 
Hacia el final del experimento. los títulos para los grupos de inmunización O, 01 y 
C .. observaron una franca elevación. en tanto que los títulos obtenidos para el grupo 
de inmunización 1~1 (solo bacterinizados) permaneció constante y en un animal 
(cerdo 9) pareció disminuir. 
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4.6.2 lnmunotransferencia. 

En la figura 4 se presenta la respuesta sérica específica al final del experimento de 
los animales contra el antígeno purificado que se utilizó para la preparación de la 
vacuna oral. Cabe señalar que sólo se obtuvo respuesta de anticuerpos de la clase 
IgG. puesto que el análisis también se realizó para la clase lgM sin encontrar 
reacción por parte de los sueros con anticuerpos de esta clase. Los carriles 1 al 1 O 
corresponden a los sueros de los cerdos l. 4, 5, 6. 7, 8, 11. 12. 13 y 14. Los carriles 
11 y 12 corresponden,, respectivamente,, a la reacción con Concanavalina A y a las 
proteínas presentes en el extracto. Los bandeas evidenciados por la reacción de 
Concanavalina A corresponden a las cadenas laterales de polisacáridos O. debido a 
su contenido de glucosa,, no encontrandose reacción hacia el polisacárido capsular 
porque éste no contiene carboh~dratos capaces de fijarse a la lectina. Puesto que los 
cerdos 5 al 8 penenecían al mismo grupo experimental (01). se observó una 
respuesta ho1nogénca a las fracciones antigénicas utilizadas para la inmunización 
que fue dirigida principalmente en contra de las cadenas laterales O y el núcleo del 
LPS y las proteínas externas de membrana (76, 69. 61. 56. 50, 39-44. 29 Y 16 Kd). 
con una débil respuesta en contra del PC. en el cerdo 4 (grupo O) se observó una 
respuesta semejante a las del grupo 01. en tanto que en el cerdo 1. peneneciente al 
gnipo O,, se observó principalmente respuesta en contra de las proteínas de 
membrana externa excepto a las de 39-44. 29 y 16 Kd. En el caso de los cerdos 11 
y 12 (grupo IJvf), el perfil observado correspondió a una respuesta elevada en contra 
de las proteínas de membrana externa. principalmente a las de 76, 69. 61. 56 y SO 
Kd. Para los cerdos 13 y 14 la respuesta de anticuerpos se dirigió primordialmente 
hacia cadenas laterales O de alto peso molecular (COA) y la fracción de proteínas 
de membrana exten1a. sin reacción aparente contra de las cadenas laterales O de 
bajo peso molecular (COB). 
A fin de determinar las fracciones contra las cuales la respuesta de anlicue'lJOS fue 
mayor. los sueros se diluyeron 1 :200 y se probaron nuevamente contra los antígenos 
transferidos a papel de nitrocelulosa. En el cerdo -t (grupo 0) se observó toda,;a 
una respuesta franca en contra de COB y el núcleo del LPS. así como a proteinas de 
bajo peso molecular (39--t-t. 29 y 16 Kd), disminuyendo la cantidad de anticuerpos 
en contra de COA. perdiendose la respuesta hacia las demás proteinas de 
membrana externa. Los sueros de los cerdos S, 6 y 7 se componaron de igual 
manera. en el caso del suero del cerdo 8 éste conservó una gran cantidad de 
anticuerpos en contra de las proteínas de membrana externa y COA del LPS con una 
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Figura 4. Respuesta séñca de los cerdos expeñrnentales hacia los antígenos 
purificados de Apl. Los carriles 1 al 10 corresponden a los sueros de los 
animales l. 4, s. 6, 7. 8, 11. 12. 13 y 14. Carril 11, reacción con 
Concanavalina A. Carril 12, proteínas presentes en el extracto. 
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marcada disminución de los anticuerpos dirigidos en contra del núcleo. Los sueros 
de los cerdos 1 1 y 12 sólo conservaron la respuesta correspondiente a las fracciones 
de bajo peso molecular de proteínas (39, 29 y 16 Kd). COB y núcleo del LPS. 
conservandose en el cerdo 12 una ligera respuesta al PC. 

4.7 PATOLOGIA 

4. 7 .1 Lesiones pulmonares macroscópicas 

La distribución de las lesiones en los grupos experimentales se presenta en la figura 
s. cabe señalar que ninguno de los animales murió posdesafio. A partir de el 
estudio de planimetria se determinaron los porcentajes de lesión aparente 
producidos por el desafio experimental. los resultados se muestran en la tabla 3, en 
donde puede observarse que tanto el grupo C como el grupo OI son 
estadisticasnente semejantes con un un rango de dallo pulmonar aparente mayor al 
50%. en tanto que los grupos O e IM fueron semejantes entre ellos. confiriendo 
protección a los animales con reducción de las lesiones aparentes en alrededor de un 
50% con respecto a Ja respuesta media del grupo C. A continuación se presenta la 
descripción de las lesiones (el porcentaje de lesión aparente para cada cerdo se 
presenta entre parentesis): 

Grupo de inmunización O .. 

En este grupo se presentó en prornedio un 2 J. 75% de lesión neu1non1ca con un 
intervalo de confianza para la media de S. 79% a 37. 7%. En general las lesiones 
fueron en el 75% de los casos (tres animales) de tipo agudo y en el 25°/o (un 
anirnal) de tipo crónico. Las lesiones agudas correspondieron a zonas hernorrágicas 
difusas y focos de arresto purulentos con localización preponderante en lóbulos 
diafragrnáticos 9 en tanto que las crónicas correspondieron a zonas hernorrágicas con 
cicatrización y adherencias pleurales distribuidas en los lóbulos diafragmáticos. 
cardíacos y apicales. Uno de los anitnales con proceso agudo presenró lesión ripo 
mico plasma. 

Cerdo 1 ( 15%): Presentó una sola lesión de tipo hemorrágico. de coloración rojo­
púrpttra, sólida, en el lóbulo diafragmático izquierdo. 
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Figura 5. Distribución de las lesiones en los grupos 
experimentales. A Administración oral; B Administración oral­
intramuscular; C Administración intramuscular; D Control no 
inmunizado. 



TABlA 3 . ANAUSIS DE VARIANZA POR aMETODO DE RANGO MULTIPLE DE TUKEY (95%) PARA LAS LESIONES 
OBSERVADAS EN LOS GRUPOS DE INMUNIZACION. 

FUENTEDEVAl1!.loOO'l SUMA DE GL CUADRADO MEDIO F 
NIVELDE 

CUAOIWlOS SlGNflCANCIA 

ENTIE LOS GRUPOS 33111.281 3 1130.76 5213 00001 

OOITRO DE LOS GRUPOS 211»313 10 2169313 

TOTAL (COl!REGIDO) 5561.594 13 

NIVEL N PROMEDIO ERROR ST INTERNO ERROR ESTl.NOAA INTERl/Al.OOE 
COM'l.INZA 

CONTROL 2 62."643 4.9304 10.41469 39.lll&llS.031 

INTRAMUSCUlAR 4 21.74445 4."1726 7.364294 5.7118-37.701 

ORAL 4 21.~ 5.482275 7.364194 5.794-37.700 

QAAl.,M 4 45 911153 11.13103 7.364294 30.025-61.!138 

TOTAi. 14 34.48829 3.9363111 3.936381 25.11159-43.018 

NIVEl N PROMEDIO 
GRUPOS 

HOMOOENEOS 

INTRAMUSCU!Nl 4 21.7445 . 
ORAL 4 21.7SOll8 • 

ORl.l,M 4 45.!1!153 .. 
CONTROL 2 62."643 . 
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Cerdo 2 (21 %): En la vista ventral se presentaron tres lesiones en los lóbulos 
diafragmáticos, un fbco purulento en el lóbulo derecho de apariencia esférica, 
blanco-grisásea, sólido, de bordes bien definidos y dos en el lóbulo izquierdo, una 
semejante a la anterior y otra hemorrágica semejante a la descrita para el cerdo 1, en 
tanto que en el lóbulo apical derecho se encontró una lesión de hepatización 
sugestiva de micoplasma. En la vista dorsal, se encontraron tres pequeilas lesiones 
de tipo hemorrágico en el lóbulo cardiaco izquierdo, dos f"ocos purulentos esf"éricos 
blanco-grisáseos semejantes a los ya descritos en el lóbulo diafragmático izquierdo 
y una lesión de tipo hemorrágico en el lóbulo diafragmático derecho. 

Cerdo 3 (37%): Se presentó un mayor grado de lesión que para los otros animales 
de este grupo .. en la vista ventral se observaron lesiones hemorrágicas, sólidas. de 
bordes definidos. al parecer rodeadas de cicatrización .. circunscribiendo los lóbulos 
apical y cardiaco derechos, una lesión hemorrágica del mismo tipo en el lóbulo 
cardiaco izquierdo y dos más en el lóbulo diafragmático izquierdo. En la vista dorsal 
se presentó una lesión hemorrá,gica en Ja base del lóbulo apical izquierdo .. dos en el 
lóbulo cardiaco izquierdo, tres en el lóbulo diafragmático izquierdo, una de mayor 
extensión y con adherencia pleural. una en el lóbulo apical derecho. una en el lóbulo 
cardiaco derecho y una en el lóbulo diafragmático derecho. 

Cerdo 4 (13%): Presentó una lesión hemorrágica en la vista ventral siruada en el 
lóbulo diafragmático izquierdo, asi como un foco purulento en el lóbulo 
diafragmático izquierdo de la vista dorsal. 

Grupo de inmunización 01. 

En este grupo se observó una lesión media del 45.98~-it~ con un intervalo de 
confianza de 30.02°/o a 61.9..t%. En el 75~0 de los animales se encontró lesión aguda 
y en el 25% lesión crónica. Las lesiones 3,b7Udas correspondieron a lesiones 
hemorrágicas con focos purulentos y adherencias pleurales e ínrerlobulares. 
distribuidas en lóbulos diafragmáticos. cardincos y apicales. Las lesiones crónicas 
comprendieron zonas de apariencia hemorragico-congestiva y locos purulentos~ 
distribuidas en los lóbulos diafragmáticos y cardiacos. 

Cerdo 5 (32o/o): En la vista ventral presentó una extensa zona de apariencia 
hemorrágica-congestiva que interesó la mayor parte del lóbulo diafragmático 



izquierdo. dentro de la cual se encontró un f"oco purulento de alrededor de S cm de 
diámetro. y una zona de lesión de tipo hepatizante en la mayoría del lóbulo cardiaco 
izquierdo con cinco pequeños focos purulentos, asi como dos pequeñas lesiones 
hemorrágicas en el lóbulo accesorio. En la vista dorsal. se observó una zona 
hemorrágica que interesó alrededor del 50% de la superficie del lóbulo 
diafragmático izquierdo y una lesión hemorrágica irregular en el lóbulo cardiaco 
izquierdo. La apariencia de las lesiones se presenta en la figura 6a. 

Cerdo 6 (47%): Presentó tres lesiones en el lóbulo diafragmático izquierdo en la 
región ventral dos de ellas fueron f"ocos purulentos y una -la de mayor tamaño- de 
tipo hemorrágico. y una lesión de tipo hepatizante sugestiva de micoplasma que 
af"ectó una gran zona del lóbulo cardiaco izquierdo. en tanto que, en la vista dorsal 
se observaron dos lesiones en el lóbulo diafragmático izquierdo una de tipo 
hemorrágico y un f"oco purulento. además de una lesión de apariencia hepatizante 
con bordes hemorrágicos en el lóbulo cardiaco izquierdo. Se encontraron 
adherencias interlobulares. La apariencia de las lesiones se muestra en la figura 6b. 

Cerdo 7 (28%): En la región ventral se observaron dos lesiones de tipo hemorrágico 
en el lóbulo diafragmático derecho. con adherencias interlobulares y en la vista 
dorsal se presentó un foco purulento en el lóbulo apical izquierdo así como dos 
lesiones de tipo hemorrágico en el lóbulo diafragmático derecho. una de ellas con 
adherencia pleural (figura 6c). 

Cerdo 8 (77o/o): Se presentaron extensas zonas de dafio en todos los lóbulos 
exceptuando el lóbulo accesorio. el tipo de lesión fue hemorrágica9 encontrandose 
solo dos focos purulentos uno en cada lóbulo diafra!,>mático de la región ventral. se 
encontraron abundantes adherencias pleurales e hidrotóra.'( de líquido sanl:-"uinolento. 

Grupo de inmunización li\I. 

En este grupo se encontró un 21. 1..i% de lesión media 9 con un intervalo de confianza 
de S. 79% al 37. 7%. En el 50% de los casos se encontró lesión crónica y en el otro 
50% lesión aguda. Las lesiones agudas correspondieron al tipo hemorrágico. con 
mayor frecuencia de f"ocos purulenlos y adherencias pleurales. En la presentación 
crónica las lesiones fueron de tipo hemorrágico con cicatrización y focos purulentos. 
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Figura 6. Apariencia de las lesiones pulmonares: A. Cerdo 5; 
B. cerdo 6; C. Cerdo 7. 
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Cerdo 9 (21 %): Presentó en la región ventral dos lesiones en el lóbulo diafragmático 
izquierdo. una lesión hemorrágica bien definida y otra también hemorrágica pero de 
apariencia filamentosa a lo largo del lóbulo. en la vista dorsal se observaron tres 
lesiones en el lóbulo diafragmático izquierdo. la mayor una lesión hemorrágica y dos 
focos purulentos con adherencia pleural. 

Cerdo 10 (34%): Presentó en la región ventral dos lesiones de tipo hemorrágico. 
sólidas, rodeadas al parecer por cicatrización en el lóbulo diafragmático derecho. El 
la región dorsal, se observó una lesión hemorr.igica en el ápice del lóbulo cardiaco 
izquierdo y otra semejante en el derecho. y dos lesiones hemorrágicas en el lóbulo 
diafragmático derecho de igual apariencia a las de la vista ventral. 

Cerdo 11 (21 %): Presentó en la región ventral una lesión hemorrágica en el lóbulo 
diafragmático derecho y un foco purulento en el lóbulo diafragmático izquierdo. En 
la región dorsal se observaron dos focos purulentos en el lóbulo diafragmático 
izquierdo y dos focos punllentos en el lóbulo diafra!,YJTiático derecho uno de ellos de 
mayor extensión (figura 7a). 

Cerdo 1 2 ( 1 1 o/o): Presentó un foco purulento en el lóbulo diafragmático izquierdo de 
la región ventral. En la región dorsal se observó un foco punllento en el lóbulo 
diafragrnático izquierdo, un foco purulento en el lóbulo cardiaco izquierdo y un fbco 
purulento de mayor tamru1o en el lóbulo diafragmático derecho (figura 7b). 

Grupo C. 

Este grupo presentó el 62.46% de Jesión pulmonar aparente .. con un intenralo de 
confianza de 39.9% a 85.05% .. siendo el 100% de Jos casos de tipo crónico. Las 
lesiones fueron de tipo hernorrágico con cicatrización y muJtiples focos de arresto .. 
lesiones hepatizantes y adherencias pleurales. 

Cerdo 13 (64%): Presentó en la región ventral una lesión hemorrágica. sólida. con 
múltiples focos de arresto de alrededor del 50% del lóbulo diafragmático derecho y 
una lesión de tipo hepatizanre en el mismo lóbulo. una lesión difusa de color rosa­
purpúreo en el lóbulo cardiaco derecho. en el lóbulo diafragmático izquierdo se 
obsen:ó una lesión hernorriigica. La región dorsal mostró una lesión hemorrágica en 
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Figura 7. Apariencia de las lesiones pulmonares: A. Cerdo 11; 

B. Cerdo 12. 



el lóbulo diafragmático izquierdo, un foco purulento y una lesión difusa de color 
rosa purpúreo en el mismo lóbulo. En el lóbulo diafragmático derecho se presentó 
una lesión hemorrágica extensa con múltiples focos de arresto y adherencias 
pleurales, en el lóbulo cardiaco derecho se observó una lesión de color rosa­
purpúreo (figura Sa). 

Cerdo 14 (57%): En la región ventral se presentó una zona de hemorragia difusa, 
con una zona de múltiples focos de arresto en el lóbulo diafragmático derecho, una 
lesión hemorrágica difusa en el lóbulo accesorio, un foco purulento en el lóbulo 
apical derecho y una zona hemorrágica con múltiples focos purulentos en el lóbulo 
diafragmático izquierdo. En la zona dorsal se observó una zona hemorrágica con 
focos de arresto y una pequeña lesión hemorrágica en el lóbulo diafragmático 
izquierdo. una lesión extensa de arresto en el lóbulo diafragmático derecho y un 
foco purulento en el lóbulo apical derecho (figura 8b). 

4.7.2 Aislamiento microbiológico. 

En todos los animales se logró recuperar Ap 1 a partir de las lesiones observadas en 
pulmón. adicionalmente. se aisló ?\lvconlasma spp en una de las lesiones 
presentadas en los pulmones de los cerdos 2 (grupo 0) y 6 (grupo 01). No se 
encontró ningún otro agente en las lesiones pulmonares. 

4. 7.3 Histopatología. 

Se realizó la lectura de IaminiIIas de los cerdos experi1nentales, en juegos de eones 
de pulmón, duodeno, ye)"-uno e íleon. en un estudio en ciego. En los eones de 
intestino se prestó especial atención a la condición de las placas de Peyer, cuando 
estaban presentes. considerando la presencia de figuras de mitosis, linfoblastos e 
infiltración de linfocitos en los trayectos posvenulares como posibles indicadores de 
activación de la placa. Considerando que se realizaron dos intentos de desafio, en 
pulmón se definió la presencia de neumonía en su fonna aguda o crónica. Los 
resultados se presentan en la tabla .i~ en esta se indicó la presencia de neumonía tipo 
Actinohacillus nleuronneumoniae y/o Pasteurella multocida. con base en las 
siguientes caracteristicas: 
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Figura 8. Apariencia de las lesiones pulmonares: A. Cerdo 13; 
B. cerdo 14; C. Control normal. 



TABLA 4. HISTOPATOLOGIA DE lAS LESIONES 

-1P\lMON DUOOENo YEYUNO -------·---·--·---
ILEON 

1 --,·-·1--1--i---·----···----1 

1 oo j lli j""I LC 1 A ¡ • ¡ e Jo L_OlllDs j Al e ¡ el o ¡ DTllOG 1 A \ e \ e \ o \ Olll06 

r:i-;-r.1::r:r::n ~ :i-:·--E~--:-, . 1 • 1 ' lfllMCloNEHEl'llEIJO 

·-r--+-t-l----i-1---l 1--1-t--t --· 1-1-1-1-··-r---·---------1 
VD l'OG\st!!s.EN \Sl'P\Sl'P\Sl'P 

"' E06t0los 

·---r--t---¡ 1 1 1 1 1-r-r-t--t-------·· --·--··-·•---:w 1 • 11 llOTAYllUS llE 

... 1 •· 

1 1 f'OC:loscns EH" WOOSAAOTA 

~T;1T-~¡;¡;n f090lo8 1 .. ¡7i-i---·----·--·--·-
!l'llt 1 1 ~ ~ ~ • • • • "'SllACIMOAO + ++ 1 \ lflTllACIONENOlltUO 

1---- - -- -·- . - . ---·----- . .. - .. -
Mlll ++++ •• 5"'5"'5"'Sl'P SASASA+· ; #_¡,... .. ~ .~" ~- ~- ;; .. 1;;-~I :--· 
1- ·--e-- ·-----¡--·· 
r.otl•I 1 lsnlsn.ls1t1.1 SIJll l~~~si: S(Jf. SA SAISA 

l.WTir1-1&n 1 sn. I silr.1--a-- ---·--·-·---·---- - -----

111111 • 1. 
5"'ISl'Pl5"'ISl'P 

·-1----r-i--t-H-----¡-1--;-1--1·-·-·-·---·1 
TUI TUI TU" 

+ 1 +· 1 X 1 lflllllCIONENEPnaJo 
--r--·r-r--1-¡--¡-r--1------;-¡--i-1--i-------··•····· 

l:;f:~+::: .. -~~~i~fü~~:z~-:~: 
Clll CEROOGIUPO; Afl: AC~S;l'llt MITEl.llliUA; LC:LESIOllCllOllCA; A: llTOSIS; 1 UNFOllASTOS; C: l'OS'IENWllES; D. CELULAS 
Gl!WITES; lll:llO• EflCOfmO TE.IOOLIWOIOE; TU: 1tJCJO LIWOIOE l!MCTNO; 1A: Pl.ACAOE Plm INACTIVA; Sl'P: NO SE ENCOfllllO !'LACA OE 
PmR;SCPA:Ult:M9iOMTOLOGICOAPMENTE;U:llOTAl1llUILllE;llR.:llUCOSAROTA 

tt/111 • 1U 1 .. l !U'. 
--·-·--···-----·-·--·---

:¡: 



A. nleuronneumoniae (Ap): En los casos más severos presencia de exudado 
fibrino-celular en alveolos, necrosis del epitelio bronquial con oclusión o exudado 
fibrino-celular. lesiones mulrit"ocales a difusas en parénquima. inflamación sepral 
con necrosis y/o trombosis, y necrosis fibrinoide en !ejido vascular. Se presentan 
también zonas de inf"arro, edema y/o hemorragia alveolar e infiltración peribronquial 
y perivascular de células mononucleares, quizá el rasgo más caracrerisrico de las 
lesiones microscópicas es la presencia de macrófagos transfbnnados. 

P. multocida (Pm): Microscópicamenre se aprecia una bronconeumonía exudariva 
con distribución lobular. Inicialmente se encuentra una infiltración leucocitaria 
perivascular y peribronquiolar, engrosamienro del sepro alveolar e invasión de 
neutrófilos. células mononucleares y exudado mucopurulento en alveolos y 
bronquiolos, acomprulados generalmente de una reacción pleural fibrinopurulenta. 

Grupo O. 

En 3:1 (75%) de los casos se encontraron elementos de bronconeumonía ripo Ap 
y/o Pm, y solo en uno de los casos elementos francos de bronconeumonía por Ap. 
Solo uno de los animales presentó rasgos sugestivos de proceso crónico._ con 
elementos de Ap y/o Pm. 
Cerdo 1: Bronconeumonía fibrino-pumlenta aguda severa, con edema y hemorragias 
difusas severas. Proliferación nodular de macrófagos transformados. 

Cerdo 2: Bronconeumonía fibrina-purulenta aguda severa. con edema y hemorragias 
difusas severas. Infiltración alveolar difusa de macrófagos. 

Cerdo 3: Bronconeumonía fibrinosa crónica severa. con hemorragia y proliferación 
severas de macrófagos transformados. 

Cerdo 4: Bronconeumonía fibrino-purulenra aguda severa, con edema y hemorragias 
muy severas. Proliforación severa de macrófagos transformados. 
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GrupoOI 

En 4:4 (100%) de los casos se encontró lesión tipo Ap. en 2:4 (50%) como 
bronconeumonía fibrinosa severa y el restante como neumonia fibrinosa severa. 
Solo uno con elementos sugestivos de proceso crónico. 

Cerdo 5: Bronconeumonía fibrinosa crónica severa con proliferación masiva de 
macrófagos transformados. 

Cerdo 6: Neumonía fibrinosa aguda severa. con edema. congestión y hemorragias 
severas. Proliferación severa de macrófagos transfonnados e infarto rojo. 

Cerdo 7: Neumonía aguda severa. con abundante presencia de macrófagos 
transformados y fibrosis pulmonar. Infartos cicatrizados. 

Cerdo 8: Bronconeumonia fibrinosa severa. con proliferación de macrófagos 
tranfonnados y congestión severas. 

Grupo l;\I. 

En 3:4 (7So/o) de los casos se encontró bronconeumonía o ncumonia tipo Ap y/o Pm. 
y solo en uno bronconeumonía tipo Ap. En 2:2 (50o/o) de los casos se encontró 
lesión aguda y el restante fue de tipo crónico. 

Cerdo 9: Bronconeumonía aguda severa con proliferación de macrófagos 
transformados e infartos cicatrizados. 

Cerdo 10: Bronconeumonía crónica severa con proliferación de macrófagos 
transformados e infanos cicatrizados. 

Cerdo 11: Bronconeumonía fibrina-purulenta aguda severa. con edema y 
hemorragias severas. Proliferación de macrófagos transformados. 

Cerdo 12: Neumonía crónica severa con proliferación de n1acrófagos transfonnados 
y fibrosis severa. 
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Grupo C. 

En 2:2 (lOOo/o) de los casos se encontró lesión crónica. en uno neumonla tipo Ap y 
en el otro neumonía tipo Ap y/o Pm. 

Cerdo 13: Newnonía crónica severa con proliferación severa de macrófagos 
transformados, edema moderado y fibrosis de pleura severa. 

Cerdo 14: Neumonía crónica severa con fibrosis pulmonar e infartos cicatrizados. 

Respuesta en placas de Peyer. 

Solo se encontraron placas de Peyer activas en 1 :4 de los animales del grupo O 
(25º/o) que presentó proceso de tipo agudo. En el grupo 01 2:4 (50%) presentaron 
placas activas, de los cuales uno cursó con proceso agudo y otro con proceso 
crónico. En el grupo lM 1 :4 (25°/o) que presentó lesión crónica tuvo activas las 
placas de Peyer. El grupo C no presentó actividad en este sentido. Cabe señalar que 
en duodeno no se evaluó la presencia de placas de Peyer. sino tejido linfoide 
asociado a intestino. 
En todos los casos se observaron eosinófilos abundantes en la mucosa intestinal. En 
ocho animales, dos por lote, se observaron en placas de Peyer células gigantes, con 
núcleos agrandados, frecuentemente lobulados y ocasionahnente con estructuras 
sugestivas de cuerpos de inclusión. La presencia de estas células gigantes, se asoció 
en la mitad de los casos a deplexión de linfocitos en las placas afectadas, pudiendo 
corresponder estas células a una infección por adenovirus. En los grupos O .. 01 e 
IM se encontró un animal.. respectivamente.. con la mucosa dañada, con 
desprendimiento del epitelio y cambios de aspecto degenerativo en las criptas 
glandulares. 
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5.0 DISCUSION 

En la tabla S se reswnen las características principales del comportamiento· de los 
cerdos al final del experimento. El análisis estadístico sugiere que existió una 
reducción significativa (P <O.OS) en el porcentaje de lesiones encontradas en los 
grupos de inmunización O e IM contra los grupos 01 y control ante el desafio 
homólogo, no pudiendo definir si la protección conferida hubiera prevenido de la 
muerte puesto que ninguno de los animales murió posdesafio. 
Aunque el grado de lesión en los grupos O e IM fue homogéneo y hasta este punto 
podria indicarse que la vacuna oral propuesta funcionó confiriendo protección de 
manera análoga a la de una bacterina administrada por vía intramuscular, debe 
tomarse en cuenta: Primero, que solo un 25% de los animales del grupo O presentó 
lesión crónica. en tanto que el 50%> de los animales del grupo IM presentaron dichas 
lesiones y segundo. que aún cuando el aislamiento microbiológico demostró en 
todos los casos la presencia de Actinobacillus nleuronneumoniae a panir de las 
lesiones pulmonares. en dos de los casos se aisló adicionalmente l\lyconlasma spp 
correspondiendo estos a un cerdo del grupo O y uno del grupo 01. Se ha 
demostrado que la preexistencia de l\lyconlasma h'•onneumoniae puede 
exhacerbar el cuadro clínico de la infección por Apl en el cerdo (Yagihashi y col., 
1984) por lo que este hallazgo influye sobre los resultados obtenidos para el 
porcentaje de lesión aparente en los grupos experimentales O y 01 suponiendo -al 
menos en teoría- que pudo existir un menor porcentaje de lesión prornedio de no 
haberse presentado la probable interacción entre los dos agentes durante la infección 
experimental. Por lo tanto se indicaría una mayor eficiencia de la vacuna oral. sin 
embargo. debe señalarse que los resultados obtenidos corresponden al 
comportamiento de los grupos experimentales ante dos intentos de desafio y existe 
la posibilidad de que el primer desafio provocara un cierto ¡,..-ado de protección. 
En un principio .. durante el desarrollo de la fase experimental .. se pensó que el 
primer desafio no había tenido ningún efecto sobre las unidades experimentales -
puesto que estas no mostraron signoJogía alguna- y se optó por realizar un segundo 
desafio sin tomar en cuenta Ja respuesta serológica de los animales. A la luz de los 
resultados obtenidos en la serología e histopatologia. se puede inferir que contrario 
a lo que se concluyó en el momento dado .. el primer desafio si tuvo efecto, tomando 
en cuenta dos factores: Primero. que los tirulos de anticuerpos séricos de cuando 
menos dos cerdos. uno perteneciente al grupo 01 y otro al gn1po c. se elevaron 
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significativamente y, segundo, que seis de los catorce cerdos (46%) presentaron 
lesión de tipo crónico, hadendo resaltar en este punto que el tiempo transcurrido 
desde el segundo desafio hasta el sacrificio no fue suficiente para generar lesiones 
de tipo crónico •. las cuales se esperan cuando menos 14 dias posteriores a este, en 
tanto que el tiempo transcurrido desde el primer desafio hasta el sacrificio si pudo 
dar lugar a dichas lesiones. La baja respuesta debida al primer desafio puede ser 
atribuida en todo caso a dos razones: Primera, que la dosis administrada durante la 
aerosolización no fue letal ya sea porque el tiempo que los animales pennanecieron 
en la cámara fue corto o porque la viabilidad del inóculo se vió afectada debido a un 
mal manejo. y/o segundo. a que por tratarse de una cepa de laboratorio la 
patogenicidad se vió disminuida debido al gran número de pases a la que fue 
sometida. de hecho se han producido con anterioridad cepas atenuadas de A. 
nleuronneumoniae serotipo 1 (Apl) obtenidas de campo por medio de hasta 70 
pasajes in vitro (Rosendal y Mclnnes, 1990). El hecho. es que esta aerosolización 
pudo conferir cierta inmunidad protectiva a los animales independientemente de la 
inmunización a la que fueron previamente sometidos. En experiencias anteriores, 
Loftager y col. (1993) lograron obtener inmunidad protectiva mediante 
inn1unizac1011 por aerosolización con A. nleuronneumoniae serotipo 2 (Ap2) 
utilizando bacteria inactivada y Quil A como adyuvante, en este caso se inmunizó a 
seis animales con una suspensión de bacterias cuya concentración era de 
10 lOu.F.C./ml durante una hora hasta que se completó un litro. repitiendo el 
protocolo en seis ocasiones en los días l. 3, s. 8, 10 y 12 del experimento 
obteniendo una baja respuesta sérica de lgG con discreta elevación de lgA 
posteriores al protocolo de inmunización. El número de inmunizaciones así como la 
carga bacteriana utilizadas en esta experiencia puede indicar que la bacteria 
inactivada administrada por esta vía es pobremente antigé:nica. Por otra parte .. Bossé 
y col. ( 1992) obtu ... ;eron inrnunidad protectiva mediante aerosolización con una cepa 
atenuada de Apl utilizando 75 mi de una suspensión de bacterias que contenía 2 X 
106U.F.C./ml. no encontrando signos clínicos posteriores a la inmunización de los 
animales .. en este caso los títulos de anticuerpos séricos de tipo lgG contra el 
polisacárido capsular, LPS y la hemolisina probados por ELISA no se elevaron 
significativamente sino hasta el séptimo día postinmunización .. así mismo. los títulos 
contra estos antígenos en lavados bronquiales probados por ELISA se elevaron 
significativamente hasta el día 21 postinmunización. En nuestro caso. siendo que la 
dosis utilizada para el segundo desafio se encontraba dentro del rango de letalidad 
según ensayos previos desarrollados en la misma cámara de aerosolización que para 
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esta experiencia por Falcon y col. (1987) y que éste se realizó cuatro días 
posteriores al primero, sea que la cepa utilizada para el primer desafio se encontrara 
parcialmente viable (en cuyo caso el poder antigénico y patógeno se vió disminuido) 
o fuera una cepa atenuada, el tiempo transcurrido al momento del segundo desafio 
pudo no ser suficiente como para conferir inmunidad protectiva, en todo caso, a la 
luz de los hallazgos referidos arriba, es probable que los cerdos del gnipo control no 
murieran por efecto de la cepa patógena de campo utilizada para el segundo desafio, 
al establecerse un cieno equilibrio entre la respuesta inmune debida al primer 
desafio y el efecto patógeno de la cepa utilizada para el segundo desafio. 
En cuanto a la producción de anticuerpos, la respuesta especifica en contra de Jos 
antígenos vacunales al final del experimento fue en ciena medida homogénea, sin 
embargo, a panir de los datos presentados en la tabla 5 puede observarse que los 
animales con mayor indice de drulo pulmonar (cerdos S. 6, 8. 13 y 14; 32%, 47%. 
77%, 64% y 57%, respectivamente) penenecientes a los gn1pos 01 y e presentaron 
una respuesta mayor en contra de las cadenas laterales O de alto peso molecular 
(COA) del LPS y respuesta baja o inexistente en contra del núcleo y las cadenas 
laterales O de bajo peso molecular (COB) del LPS. Se sabe que una de las 
principales adhesinas de Ap a los anillos traqueales del cerdo mantenidos en cultivo 
es el LPS (Bélanger y col., 1990). aunque también se ha encontrado la presencia de 
fimbrias en el 45º/o de los aislamientos de campo de Apl (Utrera y Pijoan, 1991). y 
que en la fracción COA reside la capacidad de adherencia de Apl y Ap2 a células 
del rnesénquima pulmonar. endotelio vascular y epitelio traqueal (Paradis y col.. 
1994), probablemente por interacción con dos proteínas de bajo peso molecular (10 
y 1 1 Kd) presentes en la secreción de éstas (Bélanger y col.. 1994 ). Además el 
evento inicial en la colonización bacteriana es la adherencia de los microorganismos 
a las células epileliales y/o a la capa mucosa de las superficies epileliales y el 
bloqueo de las adhesinas presentes en el microorganismo disminuye los electos 
patógenos en ciena medida (Beachey. 1981; Ofek y Beachey. 1980). Debió 
esperarse entonces, que la presencia de anticuerpos en contra de la fracción COA en 
los sueros de los cerdos de los &>rupos 01 y C del experimento hubiese generado un 
mayor grado de inhibición de dru1o comparado con los sueros de los animales que 
no presentaron dichos anticuerpos en alta concentración, sin embargo, esto no 
sucedió así. Se sabe que el LPS aislado de Apl inoculado por vía intrabronquial en 
cerdos, provoca lesiones típicas de animales muertos durante estadios agudos de la 
enfermedad (Fenwick y col.. 1986b). induciendo airo grado de lesión endotelial con 
edema y trombosis vascular (Wonhen y col.. 1986). En esre punto. es probable que 
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los anticuerpos de clase lgG y complemento trasudados a pulmón por ef"ecto de la 
liberación de histamina y quimiotácticos a panir de mastocitos activados por IgE 
proveniente de las células plasmáticas de mucosa y linfa posteriores al evento inicial 
de colonización (Roitt, 1985), que pudieran haber reaccionado con la fracción COA 
del LPS -la cual se encuentra bien expuesta sobre la superficie capsular (Paradis y 
col., 1994)· generaran una extensa lisis bacteriana con la consecuente liberación de 
cantidades apreciables de LPS induciendo un mayor grado de lesión. 
Cabe señalar que el suero del cerdo 4 (grupo 0), también presentó una cantidad 
apreciable de anticuerpos contra la fracción COA, pero presentó un grado de lesión 
bajo (13%), en este caso, la cantidad de anticuerpos en contra de las fracciones 
COB y núcleo fue cualitativamente mayor que la respuesta en contra de COA, de tal 
suerte que éstos pudieran haber bloqueado la actividad tóxica del LPS que es 
mediada principalmente por el lipido A del núcleo, al unirse a un receptor especifico 
en células de origen mononuclear o vía una proteína fijadora de LPS plasmática con 
el receptor CD 14 de las mismas para inducir una serie de respuestas secundarias 
que incluyen la liberación de citocinas pro-inflamatorias entre las que se incluyen 
IL-1, IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral que actúan de manera sinérgica para 
inducir inflamación. choque y en ocasiones la muerte (Halliday y col., 1994; 
Rietschel, 1994; Rietschel y Brade, 1992). Dicho bloqueo de la toxicidad del LPS 
se ha observado en la actividad protectiva cruzada ante el desafio experimental 
intranasal en cerdos con Ap~ que presentan los anticuerpos generados por 
inmunización en contra del núcleo del LPS de E. coli (Fenwick y col., l 986a), asi 
mismo se ha observado que la inmunización pasiva con sueros de animales 
convalecientes confiere protección especifica (Bossé y col., 1992; Oishi y col., 
1993) y que los animales que sobreviven al desafio desarrollan una respuesta 
protectiva sobre serotipo heterogéneo (Nielsen~ 198..i)~ encontrandose las reacciones 
cruzadas entre serotipos de Ap en la fracción COB del LPS (Radacovici y col.. 
1994 ), lo cual podria explicar que los cerdos de este experimento que presentaron 
respuesta primordialmente en contra del núcleo y la fracción COB del LPS (grupos 
O e IM) tuvieran un mayor grado de protección. 
En este punto .. surge una discordancia: si los animales inrnunizados por vía oral y los 
inmunizados por vía intramuscular tuvieron un .b"Tado aceptable de protección,. 
¿Porqué los inmunizados por la combinación oral-intramuscular presentaron mayor 
dru1o? Se sabe que la inmunización con Ap co1npleto inactivado solamente induce 
protección serotipo-especifica (Nielsen. 1984) y que las bacterinas de Ap 
preparadas con Al(OH)J generan titulos de anticuerpos menores que las que tienen 



como base aceite mineral o lecitina (Straw y col .• 1990). esto último fue cierto para 
el SO% de los animales que se inmunizaron por vía intramuscular en este 
experimento. podría indicarse entonces que en el caso de la inmunización 
intramuscular la respuesta de anticuerpos. en un principio. se dirigió 
primordialmente en contra de los antígenos con mayor exposición en Ja superficie 
bacteriana. es decir. proteínas de membrana externa. PC (en un animal) y la fracción 
COA del LPS. produciendo resistencia serotípo-específica. con cierta producción de 
anticuerpos en contra del núcleo y COB que pudieron aumentar con la dosis de 
refuerzo y aún más con el primer desafio. pero que no fueron detectados a partir de 
la prueba de aglutinación lenta en tubo posiblemente porque el antígeno utilizado 
para la prueba fue el cuerpo bacteriano completo y los antígenos del núcleo y COB 
del LPS no estan expuestos en la superficie. así mismo. el no encontrar títulos 
aparentes en contra de la bacteria en la inmunización oral pudo deberse a que la 
respuesta sérica se dirigió en contra de dichos antigenos en titulos bajos o solo 
existió respuesta a nivel mucosal. 
La respuesta sérica a la proteínas integrales de membrana que se encontraban 
presentes en el extracto antigénico utilizado para la preparación de Ja vacuna oral y 
por supuesto en la bacterina fue homogénea para los grupos inmunizados con 
actividad preponderante en contra de las fracciones de 39-44 Kd. 29 Kd y 16 Kd 
presentando sólo uno de los cerdos del grupo 01 (cerdo 8) respuesta adicional en 
contra de las fracciones 76 Kd. 69 Kd, 61 Kd. S6 Kd y SO Kd. En tanto que en el 
grupo C sólo se presentó respuesta importante en contra de las fracciones de 39-44 
Kd. Las proteínas integrales de membrana de 76 Kd. SO Kd y 39 Kd generan la 
producción de anticuerpos que tienen un papel importante como opsoninas para la 
fagocitosis de Ap por leucocitos porcinos (Thwaits y Kadis. 1993) y es probable 
que una respuesta exagerada en contra de éstas acentuara la lisis bacteriana durante 
el curso de Ja infección experitnental aurnentando la liberación de LPS y otros 
productos tóxicos de tal suerte que esto podría explicar de alguna manera el alto 
indice de daño encontrado en el cerdo 8. En el caso de Ja inmunización combinada 
oraJ-intraJtluscular, a juzgar por el comportamiento de uno de los animales la 
in1nunización oral primaria pudo generar una cierta respuesta mucosal que al 
combinarse con Ja respuesta ante el refuerzo intramuscular promovió una mayor 
respuesta en contra de los antígenos de superficie probablemente a nivel pulmonar. 
desarrollandose una respuesta exhacerbada que generó un aumento en el daño 
agudo al desafio. haciendo notar que en este grupo solo un animal presentó daño 
crónico y que, al parecer, el 50% de Jos cerdos presentaron actividad aumentada en 
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las placas de Peyer. Aunque esto último debe ser tomado con reserva, ya que sólo 
uno (25%) de Jos animales en el grupo de inmunización oral presentó dicha 
actividad y aún. uno de los animales del grupo intramuscular también la presentó, 
por lo que es probable que esta actividad estuviera asociada a Ja respuesta ante el 
primer desafio. 
Por Jo anteriormente expuesto, es probable que Ja inmunización oral a la que fueron 
sometidos los animales si tuvo un cieno eíecto protectivo. Aunque en otros intentos 
de inmunización oral con bacteria completa no se haya encontrado eíecto protectivo 
y solo se haya desarrollado una respuesta pobre a nivel local (Nielsen y col .• J 990). 
es probable que Ja inactividad encontrada fuera debida a que. las bacterias fueron 
administradas sin un vehículo que protegiera el mosaico antigénico de la bacteria del 
eíecto deletéreo del jugo gástrico a su paso por el tracto digestivo y a que el tiempo 
que dichos antígenos permanecieron en este sitio fué muy corto. a diferencia del 
tiempo que los antígenos administrados en esta experiencia -al menos por el 
componamiento encontrado en la determinación ex vivo- pudieron haber 
permanecido. además de que el Carbopol utilizado como vehiculo tiene actividad 
reconocida como protector de la mucosa gástrica y esto pudo inhibir el eíecto que la 
digestión estomacal generara sobre los anrigenos purificados. los cuales son 
suceptibles de hidrólisis parcial por ácidos. 
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6.0 CONCLUSIONES 

1. La vacuna propuesta tuvo efecto protectivo ante el desafio, no pudiendo definir el 
efecto ante la muerte. 

2. La combinación de inmunizaciones por vía oral e intramuscular puede exhacerbar 
el cuadro clínico, probablemente por aumento en la reacción de hipersensibilidad. 

3. Se propone reformular la preparación de la vacuna utilizando solamente las 
fracciones purificadas de los polisacáridos correspondientes a las cadenas laterales 
O y las proteínas de membrana externa de 39-44. 29 y 16 Kd, aumentando además 
el número de inmunizaciones por via oral. 
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