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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue el de diseflar y evaluar una formna farmacéutica de

liberacion prolongada susceptible de ser utilizada para la liberacion de antigenos de

Actinobacillus ples iae que por administracién oral funci a como en

¥

contra de la pleuroneumonia contagiosa porcina. Para tal efecto, una mezcla de
li lisacarido de tipo i-rugoso. polisacarido capsular y las pr i integrales de

pop

membrana externa de 76, 69, 61, 56, 50, 3944, 29 y 16 Kd purificadas de una cepa de 4.

plesropnenmoniae del serotipo 1 se incluyeron en una matriz micronizada de Carbopol
934P. Los estudios de microscopia electronica de barrido realizados ex vivo en una seccion
de intestino delgado de cerdo revelaron que la matriz micronizada fué capaz de fijarse a este
nivel permitiendo !a liberacion de los antigenos incluidos en ella. Se trabajé con 14 cerdos
libres de patogeno especifico divididos en tres grupos de inmunizacion 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 via intr lar, el segundo con dos dosis de
matriz micronizada por via oral y el tercero con una dosis de bacterina por via intramuscular
y una segunda dosis de matiz micronizada por via oral. Cada dosis se aplico con 7 dias de
diferencia, el grupo control no fue inmunizado. A los 7 dias de la segunda inmunizaciéon

todos los animales fueron d fiados en una camara de aerosolizacion con una cepa de A.

pleuropneumoniae serotipo 1 aislada de campo. El alisi distico de las 1|
encontradas en los grupos al sacrificio sugiere que existio una reduccion significativa

{P<0.05) en el porcentaje de lesiones encontradas en los grupos de inmunizacion oral e
ion intr lar-oral ante el desafio

'

intramuscular contra los grupos control y
homoélogo. no existiendo diferencia significativa entre los grupos oral e intramuscular.



JUSTIFICACION

Se propone el uso de vacunacién oral contra la pleuroneumonia 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 la vacunacién por via
parenteral no induce convenientemente una inmunidad de tipo local en la mucosa
respiratoria del cerdo. La introduccién de antigenos purificados de Actingbacillus
pleuropneumoniae serotipo 1 en un sistema de liberacién controlada para aplicacién
por via oral permitiria obtener las siguientes ventajas:

1. Induccién de inmunidad local en la mucosa respiratoria del cerdo que proteja
convenientemente a el animal evitando la colonizacion del microorganismo en el
sitio primario de daiio.

2. Aumentar el tiempo de exposicion del antigeno bacteriano en el organismo a fin
de aumentar la respuesta inmune en contra del agente infeccioso.

3. Evitar el estres debido al manejo en los animales ya que la vacunacién se haria
por via natural al introducirse en el alimento normal, y

4. Controlar las dosis inoculadas.

Desde el punto de vista econdmico tienen los siguientes puntos:

1. La industria farmacéutica nacional maneja rutinariamente los sistemas de
liberacién controlada para un cierto niumero de principios activos, por lo que la
infraestructura para la produccion de la vacuna ya existe.

2. El polimero propuesto para el diseiio de la forma farmacéutica (Carbopol) se
encuentra disponible a bajo costo en México.

3. Un control efectivo de la pleuroncuminia contagiosa porcina mediante la
vacunacion oral provocaria consecuentemente un aumento en la productividad de la
industria porcina al reducir el numero de animales muertos antes de salir a la venta y
las pérdidas economicas debido al elevado costo de animales afectados
cronicamente, y

4. Desde el punto de vista del trabajo de campo también se reduciria el costo de la
vacunacion siendo que podria inmunizarse un gran namero de animales a la vez
disminuyendo el nimero de personal requerido para tal efecto, el tiempo utilizado y
los insumos necesarios para la vacunacion.



1.0 INTRODUCCION
1.1 ANTECEDENTES

La pleuroneumonia contagiosa porcina es una enfermedad respiratoria severa
caracterizada por mneumonia necrotizante con pleuritis, su distribuciéon 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
conversion alimenticia en los cerdos afectados cronicamente y a ¢l alto costo de su
tratamiento, ademas la prevalencia y severidad de esta infecciéon parecen
relacionarse con el grado de intensidad de la produccion porcina (Sanford y
Josepshon, 1981). El agente causal Actinobacillus pleuropneumoniae (Ap), se
clasifica segun sus antigenos 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 1 se ha encontrado en
Argentina, Australia, Canada, Chile, Hungria, Polonia y Estados Unidos. El serotipo
2 en Checoslovaquia, Dinamarca, Alemania, Hungria, Japén, Corea, Holanda,
Noruega, Espaiia y Suiza. El serotipo 3 en Estados Unidos, Bélgica, Irlanda e
Inglaterra. El serotipo 4 en Espaiia. El serotipo 5 en Canadi, Chile, Italia, Corea y
Estados Unidos. El serotipo 6 en Bélgica, Canadi, Dinamarca, Alemania y Espafia.
El serotipo 7 en Alemania. El serotipo 8 en Estados Unidos, Espaiia, Holanda y
Japon. El serotipo 9 en Francia, Alemania y Holanda. El serotipo 10 en Canada,
Dinamarca, Alemania, Hungria, Espaiia e Inglaterra. El serotipo 11 en Holanda y, el
serotipo 12 en Canada, Hungria y Japon (Leman, 1981; Medina, 1986; Mittal y col.,
1992). En México, se han encontrado los serotipos | al 9, siendo dominante el
serotipo | (Ciprian y col., 1988; Diazi y col., 1988).

La diferenciacién en serotipos es importante en estudios epizootiologicos de la
pleuroneumonia contagiosa porcina y los antigenos involucrados en dicha
diferenciacion corresponden en parte al material capsular y presumiblemente a una
mezcla de polisacarido y lipopolisacarido, encontrandose en el lipopolisacarido
determinantes antigénicos comunes y especificos entre los diferentes serotipos, €
inmunodeterminantes especificos de cepa dentro del polisaciarido capsular (Fenwick
y Osbum, 1986; Mittal y col., 1987). Los polisacaridos capsulares de Ap son
polimeros lineales de alto peso molecular tipo acido teicoico que se diferencian por
los monosacdridos presentes en ellos, en tanto que los lipopolisacaridos se



diferencian por la presencia de cadenas laterales de polisacaridos ramificados de
alto peso molecular conocidas como cadenas O. En el caso de Ap serotipo 1, el
polisacarido capsular es un disacarido repetitivo compuesto de 2-acetamido-2-
deoxi-D-glucosa y D-galactosa, y la cadena O del mismo esta conformada por una
unidad repetitiva de tetrasacarido -[(1-6)- -D-Glucosa-(1-2)- -L-Ramnosa[(3-1)- -
D-NAcGlucosamina]-(1-2)- -L-Ramnosa-(1-2)}- (Perry y col., 1990).

Se han desarrollado varios ensayos seroldgicos con antigenos termoestables,
termolabiles y el cuerpo bacteriano completo (Nicolet y col., 1981; Lombin y col.,
1982; Mittal y col., 1984), puesto que la identificacién serologica y la eliminacién
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 evaluacién e interpretacion 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 problemas respiratorios se encuentran los
cambios bruscos de temperatura, malas condiciones de higiene, estres debido al
manejo y adquisicion de nuevos animales. Algunos autores consideran que el
factor mis importante es la densidad de la poblacidn animal y otros estudios
muestran que el manejo y el ambiente juegan un papel importante en la incidencia y
gravedad de las neumonias (Bjorlund y Bervinsco, 1965; Landquist, 1974; Tielsen,
1978; Henry, 1982). La transmision de la ncumonia por Ap se lleva a cabo
fundamentalmente por contacto directo de cerdo a cerdo a través de aerosoles, de
este modo la frecuencia de la enfermedad se intensifica cuando los animales pasan a
jaulas o corrales que permiten el contacto entre un gran nimero de animales y s¢
mezclan animales de diferentes grupos, con diferente capacidad de respuesta
inmune y estresados por su nueva condiciéon social (Taylor, 1981 Schultz, 1985). El
periddo de incubacién en condiciones de campo varia entre 12 y 24 horas para
infecciones naturales y experimentales, los brotes se presentan subitamente y se
detectan por la muerte de algunos cerdos en la granja. La manifestacion mas
aparente de esta enfermedad es 1a muerte repentina de los animales y 1a presencia de
hemorragia nasal, debidas al proceso inflamatorio del parénquima pulmonar con
intensos cambios vasculares. En la forma aguda puede observarse anorexia, disnea
con respiracion diafragmatica rapida, cianosis en orejas y extremidades, vomito
ocasional y muerte con hemorragia nasal en uno a cuatro dias o bien recuperacién
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espontanea. En la forma sobreaguda se detecta hipertermia (41© a 4290 C), cianosis
en piel, abdomen y oreja, hemorragia y espuma nasal, chillidos agudos, opistétonos
y muerte. Las lesiones observadas a la necropsia son pericarditis, hidropericardio,
hidrotérax de liquido sanguinolento, hemorragias en miocardio, adherencias
pleurales (viscerales y parietales), infartos rojos principalmente en Ilobulos
diafragmiticos y friabilidad de la zona infartada. Las lesiones microscopicas
comprenden: Zonas de infarto, edema alveolar, infiltracién peribronquial y
perivascular de células mononucleares, y hemorragia en alvéolos (Ramirez, 1970).
La patogenia de la enfermedad aun no ha sido esclarecida, los datos disponibles
sugieren que la enfermedad se produce cuando Ap llega a nivel alveolar y su
virnulencia esta asociada a uno o varios factores que parecen ser endotoxinas y/o
exotoxinas, las cuales resultan ser citotdxicas para macrofagos alveolares, células
mononucleares de sangre periférica y neumocitos de tipo I y Il en el cerdo y raton
(Bendixen y col., 1981; Chung y col., 1993; Idris y col., 1993).

En general, aquel agente infeccioso que es capaz de evadir los mecanismos inmunes
inespecificos durante su paso a través del arbol respiratorio, se encuentra a nivel de
los bronquiolos con una segunda barrera inmune, la cual estd representada por las
IgA secretorias producidas por el tejido linfoide asociado a bronquiolo. En este
punto la respuesta depende de la concentraciéon 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 microorganismo. La siguiente fase corresponde
entonces a la activacion de células plasmaticas de la mucosa y linfa hacia la
produccion de IgE que sensibiliza a mastocitos con la consecuente liberacidon de
histamina y factores quimioticticos, con cambio en la permeabilidad vascular y
trasudacion de 1gG y complemento, ademas de infiltracion de polimorfonucleares y
eosindfilos a la zona. La formacion de complejos antigeno-anticuerpo en presencia
de complemento permiten la sensibilizacion de macréfagos los cuales eliminan con
mayor eficiencia al agente infeccioso (Roitt, 1985).

En el caso particular de la infeccion con Ap, se encuentran algunos detalles que no
corresponden a una infeccion aerégena clasica, como lo es la presencia en casi todo
el pulmon de una reaccion de hipersensibilidad de tipo 111, en vez de la localizacion
solo a nivel de lobulos apical y cardiaco. Esto se explica en parte porque Ap es
capaz de diseminarse a través del tejido pulmonar hacia la pleura via sistema
linfatico (Sebunya y Saunders, 1983).



Los cambios microscépicos observados en la histopatologia pueden ser explicados a
través de las toxinas caracterizadas para éste microorganismo. En primer lugar,
puede citarse al lipopolisacarido (LPS), el cual por infusiéon intrabronquial induce
lesiones tipicas a las encontradas en cerdos moribundos en estados agudos de
pleuroneumonia (Fenwick y col., 1986b) y se ha demostrado que puede producir
lesion del endotelio alveolar con edema y trombosis vascular en el cerdo y cambios
degenerativos de pneumocitos de tipo I y Il en ratén, ademas de ser citotoxico para
macrofagos alveolares, polimorfonucleares, monocitos y linfocitos porcinos
(Worthen y col., 1986; Idris y col., 1993). En segundo lugar, se han reportado una
serie de toxinas como la hemolisina termoestable (Nakai y col., 1984) y una toxina
termolabil (Kadis y col, 1986) las cuales durante algun tiempo no fueron
debidamente clasificadas. Frey y col. (1994), revisaron dichas toxinas y las
caracterizaron de la siguiente manera:

ApxI. Es la toxina hemolitica y citotoxica mias potente, es conocida como
hemolisina I o citolisina I con un peso molecular aparente de 105 Kd. Presenta
similitud con la hemolisina de E. coli ¥ en menor grado con la leucotoxina de P.
multocida. Fija avidamente Ca2+,

ApxIl. Es débilmente hemolitica y citotoxica, conocida como hemolisina II o
citotoxina Il y producida por todos los serotipos exceptuando al 10, presenta un
peso molecular aparente de 105 Kd, siendo dificil de separar de Apx 1. Parece estar
mis relacionada con la leucotoxina de P. haemolytica.

Apx I No es hemolitica, pero si fuertemente citotdxica para macrofagos
alveolares y neutrofilos, presenta un peso molecular aparente de 120 Kd y similitud
con Apxl, Apx II, la hemolisina de E. coli y la leucotoxina de P. haemolytica.

En tercer lugar, se han descrito metalo-proteasas de IgA, gelatina y hemoglobina,
que aun faltan por caracterizar completamente (Negrete-Abascal y col., 1994).

La lisis bacteriana en la zona de daio y la diseminacion hematogena de las toxinas
referidas a través de la circulacion menor podrian explicar la presencia de
hemorragias en miocardio. Es importante seialar que los macrofagos que se
encuentran en la zona de daiio que no tienen origen en el alvéolo se derivan de
monocitos de la médula 6sea y pasan ya maduros a los sacos alveolares en un
tiempo aproximado de tres dias. el cual es necesario para su maduracion (Vanforth,
1975), ¥y posiblemente esta maduracidén no sea alcanzada debido al dano que estos
sufren a partir de las toxinas liberadas por Ap, con lo cual la eficiencia de la
respuesta inmune se ve disminuida notablemente, atin cuando en la histopatologia




se encuentren grandes cumulos de macrofagos transformados que serian incapaces
de eliminar a la bacteria.

1.3 PREVENCION DE LA ENFERMEDAD

La prevencion de la enfermedad debe realizarse desde tres puntos de partida
fundamentales:

I. Mejoramiento de las condiciones de Ia granja.

a) Es de vital importancia evitar el hascinamiento de los animales, mejorar la
ventilacion de las instalaciones sin que esto produzca corrientes de aire que
provoquen cambios bruscos de temperatura (un sistema de extractores, p. €j.),
reducir la mezcla de animales de diferentes grupos y utilizar sistemas de cuarentena
para animales de reciente importacion a la granja (Alexander y Harris, 1992).

b) Limpiar y desinfectar la granja para reducir la contaminacién ambiental.

c¢) Utilizar modelos de produccion en dos o tres sitios y practicar el destete
temprano medicado (Alexander y col., 1980).

11. Control serolégico.

a) Emplear frecuentemente técnicas serologicas para detectar portadores y
eliminarlos de la granja.

b) Cuando la granja sea pequeiia y produzca animales de elevado valor genético, en
caso de encontrarse animales infectados serd necesario eliminarlos y repoblar la
granja con animales seronegativos de una granja libre (Kawanagh, 1989).

111. Vacunacion de la piara.

Se han tenido diversos problemas para encontrar una vacuna que proteja realmente
contra la enfermedad y lo mas usual ha sido la aplicacion constante de
autobacterinas en la granja. La prevencidon de la infeccién por inmunizacion con
bacterinas ha sido poco exitosa. Las bacterinas producidas con cultivos jovenes (6 a
12 horas) son toéxicas, aunque inducen cierta resistencia serotipo-especifica a la
enfermedad y posiblemente a la infeccion (Nielsen, 1976; Henry y Marsteller,
1982). Las bacterinas provenientes de cultivos de 18 horas o mas no son toxicas
pero proveen poca inmunidad protectiva. Los adyuvantes son necesarios para
desarrollar la respuesta inmune a las bacterinas de cultivos vigjos, 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 util, al parecer
porque promueve un aumento de la fagocitosis y actividad bactericida de
polimorfonucleares y macréfagos (Kimura y col,, 1993), asi mismo, las bacterinas



preparadas con base del 5% de lecitina-aceite mineral estimulan titulos altos de
anticuerpos (Straw y col., 1990).

Se han utilizado también multiples 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, proteinas, la hemolisina de 110 Kd
y la toxina de 120 Kd que confieren proteccién 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 hidroxido de aluminio que protegen de la muerte y del dafio pulmonar
ante el desafio con serotipo homdlogo (Beaudet y col., 1994). También se ha
intentado la inmunizacién con la lipoproteina de 40 Kd de Apl expresada en E.
coli que confiere proteccion cruzada hacia los serotipos 2, 8, 9, 11 y 12 eliminando
la posibilidad de muerte pero no de daiio crénico (Gerlach y col., 1993), asi mismo,
el uso de proteinas de fusion formadas por la porcion carboxi-terminal de la
citolisina de 103 Kd y la proteina fijadora de transferrina expresadas en E. coli a
partir del genoma de Ap7 ha tenido resultados semejantes en cuanto a evitar la
muerte pero no el daio crénico (Rossi-Campos y col., 1992). El antigeno protéico
asociado al polisacarido capsular extraido con cetavlon de Apl protege a ratones de
la muerte ante el desafio intraperitoneal y al parecer existe un fenomeno de
acarreador-hapteno (Lenser y col., 1988). En este sentido, el uso de vacunas a partir
de conjugados de hemolisina-polisacarido y hemolisina-LPS por via intramuscular
reduce significativamente el rango de mortalidad y la frecuencia de lesiones
pulmonares (Byrd y col., 1992). Otros intentos de prevenciéon no relacionados a
vacunacién se han llevado a cabo con el uso de el factor de estimulacion de colonias
de granulocitos que puede introducirse como profilactico en cerdos que se ingresan
a granjas libres o como coadyuvante de antibidticos para el tratamiento y rapida
resolucién del daiio generado por la infeccion (Pijoan y col., 1990).

Los estudios serologicos indican una pobre correlacién de los titulos de anticuerpos
séricos con la resistencia a la infecciéon o a la enfermedad (Nielsen, 1979; Pijoan y
col., 1982). Se puede suponer entonces, que si bien las bacterinas elevan los titulos
de anticuerpos séricos no inducen eficientemente la formacion de anticuerpos
protectivos como IgA secretoria en la luz de los bronquios, posiblemente porque
estas son introducidas por via diferente a la respiratoria.

En contraste a la proteccion inducida por las bacterinas, los cerdos que sobreviven a
la infeccién desarrollan una fuerte inmunidad especie-especifica y son resistentes a
la reinfeccion indiferentemente al serotipo (Nielsen, 1976; Nielsen, 1979).




Se han ensayado inmunizaciones por aerosolizacién con Ap inactivado obteniendo
solamente proteccion serotipo-especifica, siendo necesario el uso de adyuvantes
(Nielsen, 1984; Loftager y col., 1993). La inmunizacion por acrosoles con Ap
atenuado ha tenido resultados alentadores, demostrando que la aplicacién local en
mucosa respiratoria genera la produccion de anticuerpos protectivos en secreciones
de la clase IgG e IgA aparte de la respuesta sérica (Bosse y col.,, 1992), sin
embargo, los sistemas utilizados para la inmunizacion 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 adhesién del microorganismo, o al menos se debe bloquear la actividad de
toxinas como lipopolisaciridos o Apx a nivel de la mucosa a partir de IgA secretoria
e IgG producidas por células del sistema de tejido linfoide asociado a mucosas.
Como la aplicacion de los inmundgenos purificados referidos con anterioridad a
nivel respiratorio desencadena una respuesta similar a la enfermedad, es deseable
introducirlos via otras mucosas en donde el daio producido sea relativamente
inécuo, a saber, mucosa oral, mucosa enterica o serosa peritoneal. Debido a las
caracteristicas de comportamiento y de manejo del cerdo es recomendable la
introduccion de vacunas por via oral lo cual permite por un lado la inmunizacion via
placas de Peyer en la mucosa enterica y por otro disminuye ¢! estrés debido al
manejo el cual es reconocido como agente predisponente de algunas enferimedades
porcinas (Tielsen, 1978).Por otra parte, se ha encontrado que es precisamente en el
material capsular, lipopolisaciarido y polisacarido capsular, en donde residen los
determinantes antigénicos que provocan gran parte de la respuesta humoral y celular
del cerdo a la infeccion, como lo son antigenos especificos de cepa y serotipo en el
polisacarido capsular, determinantes de serotipo y antigenos que producen los
cruces serologicos entre serotipos y antigenos especificos e inespecificos de especie
en el LPS (Fenwick y Osbum, 1986; Radacovici y col., 1994), ¥ que en el LPS
reside la capacidad de adherencia del microorganismo a los anillos traqueales y
células pulmonares (Bélanger y col., 1990; Jacques y col., 1991) por lo que
inicialmente serian fos antigenos de eleccién para la produccion de inmunidad
protectiva a partir de una vacuna. El problema principal es introducir dichos
antigenos de tal manera que scan capaces de inducir la produccién de anticuerpos
secretorios que eviten la fase de adhesion de Ap a la mucosa respiratoria del cerdo
inhibiendo su mecanismo de dailo. Se sabe que existe un mecanismo de transporte
de anticuerpos a través de las células que producen anticuerpos en la limina propia
de la mucosa epitelial a la circulacion general y luego hacia la luz de otras mucosas



por las células epiteliales de éstas (Benacerraf, 1979). Por ejemplo, se ha
comprobado en ovejas que al introducir antigenos protéicos en la cavidad peritoneal
aparecen anticuerpos de tipo IgA en la mucosa bronquial (Scichitano y col., 1984),
la presencia de células productoras de anticuerpos en el tracto respiratorio del cerdo
posteriores a la inmunizacién con proteinas via intraperitoneal e intratraqueal
(Sheldrake y col., 1988) también ha sido comprobada, asi como la proteccion
cruzada conferida contra el desafio con virus de la gastroenteritis transmisible
porcina posterior a la infeccion con coronavirus respiratorio (Cox y col., 1993). Es
importante considerar que los antigenos de tipo polisacirido y lipopolisacarido son
en general por si mismos débiles inmundgenos, por lo que es deseable obtener un
sistema que permita prolongar la disponibilidad de estos antigenos en el organismo
en forma constante por un tiempo razonable a fin de elevar la respuesta inmmune en
contra de ellos, una alternativa para resolver este problema son los sistemas de

liberacion controlada.

1.4 SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA Y VACUNACION ORAL

Con el desarrollo de la ingenieria genética han aparecido nuevos productos con
propiedades farmacologicas utiles, para los cuales la seleccion de un sistema
apropiado de liberacion ha sido complicada por el hecho de que Ia mayoria de estos
productos son polimeros de alto peso molecular, en general polipétidos, que debido
a sus grandes dimensiones son incapaces de atravezar la mayoria de las cadenas
poliméricas de los materiales utilizados cominmente en los sistemas de liberacion

controlada. Algunos medios, sin embargo, estin disponibles para el desarrollo de
macromoléculas a partir de materiales

sistemas de liberacion controlada de
poliméricos biocompatibles o biomateriales. En general, puede considerarse que

existen tres tipos de biomateriales, los polimeros biodegradables, los polimeros no
biodegradables y los polimeros bioadhesivos, los primeros dos son ltiles
principalmente para administracién parenteral en tanto que los altimos son
preferidos para administracién oral debido a su capacidad de adhesion sobre la
superficie epitelial del tracto gastrointestinal (Langer, 1984; Hung y col., 19835).

En animales, la liberacion sostenida de antigenos a partir de implantes subcutianeos
de copolimeros no biodegradables compuestos de etileno-acetato de vinilo (EVAc)
ha demostrado promover la respuesta de anticuerpos por mis de seis meses (Preis y
Langer, 1979). Sin embargo, el polimero EV Ac ha sido reemplazado por poliésteres



lictico-co-glicélicos biodegradables debido a que son los inicos permitidos por la
Administraciéon Federal de Drogas (FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica
(Morris y col., 1994). La administracion subcutanea del enterotoxoide B de S.
aureus (SEB) microencapsulado en dichos polimeros provoca altos titulos séricos
de IgG en contraste al antigeno soluble (Eldridge y col., 1991), observandose el
mismo resultado con la microencapsulacion de toxoide tetanico en lactico-co-
glicdlico (Esparza y Kissel, 1992).

La observacion de que las microparticulas son adsorbidas por la placas de Peyer en
el tracto gastrointestinal ha sugerido que !a administracién oral de wvacunas
microencapsuladas es posible y puede resolver los problemas de pH bajo y enzimas
liticas en el medio gastrico asi como las altas dosis requeridas para la inmunizacion
de mucosas, por lo que existen varios desarrollos en este sentido para la
administracién oral de inmundgenos tales como SEB, fimbrias de E. coli y virus de
influenza A inactivado (Morris y col.,, 1994), sin embargo, algunos de estos
antigenos como las fimbrias de E. coli no son debidamente protegidos por la
microencapsulacion en liactico-co-glicdlico y son destruidos por la acidez estomacal
(Edelman y col., 1993).

El problema de la degradacion de los antigenos a su paso por el estémago cuando se
utilizan polimeros biodegradables como los poliésteres de lactico-co-glicdlido
podria ser resuelto con el uso de materiales bioadhesivos, algunos de los cuales
tienen la propiedad de proteccidn a la mucosa gastrica, es decir, que a su paso por ¢l
tracto gastrico forman peliculas que inhiben la actividad del jugo gastrico sobre las
células. Idealmente, un bioadhesivo debe cumplir con las siguientes propicdades:
No ser toxico, no ser absorbido por el tracto gastrointestinal, formar
preferentemente enlaces no covalentes con las superficies epiteliales mucosas,
rapida adhesion a los tejidos, permitir ficil incorporacion del principio activo,
poseer sitios especificos de anclaje y ser econémico (Hung y col.,, 1985). A la
fecha, se conocen varios productos bioadhesivos que exhiben las caracteristicas

carbopol (carboxipolimetileno), policarbophil,
los mas

antes citadas como lo son el
carboximetilcelulosa, goma de tragacanto y alginato de sodio entre
importantes, siendo el carbopol uno de los materiales con mayor capacidad adhesiva
vy baja toxicidad (Smart, 1984; Hung y col. 1985), que ademdas se encuentra
disponible a bajo costo en México y es permitido por la FDA para la preparacion de
formas farmacéuticas. El desarrollo de este trabajo esta encaminado hacia el diseiio
de un sistema de liberacion controlada a base de carbopol que contenga polisacirido
v lipopolisacarido de Ap, que introducido por via oral en cerdos funcione como



vacuna, estimulando la produccién de anticuerpos secretorios a nivel de la mucosa
bronquial inhibiendo la capacidad de dafo del microorganismo, como una
altemativa de prevencion para la pleuroneumonia contagiosa porcina.



2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Diseilar y probar un sistema de liberacion controlada para inmunizacioén oral contra

Ia pleuroneumeonia contagiosa porcina.

2.2 Objetivos particulares

2.2.1. Extraer y purificar el polisacarido capsular y el lipopolisacarido de A.

pleuropneumeoniae serotipo 1.

2.2.2 Incluir los antigenos en una matriz de carbopol y determinar el tamailo de
particula optimo para su adhesion en la mucosa intestinal del cerdo.

2.2.3. Inmunizacién de cerdos con el sistema de liberacion controlada y desafio

con A._ pleuropneumoniae serotipo | para evaluar la efectividad de la vacuna

propuesta.



3.0 MATERIALES Y METODOS

3.1 CULTIVO DEL MICROORGANISMO.

La cepa de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1 (Apl) que se obtuvo del

cepario de la Coordinacién General de Estudios de Posgrado de la FES-Cuautitlan
U.N.A.M_, se cultivd en un fermentador de 10 litros (New Brunswick, Co.) en caldo
soya tripticaseina suplementado con 10% de FESUNAD como fuente de NAD, en
agitacion a 200 r.p.m. y con un flujo de aire de 3 litros por minuto, utilizando como
antiespumante una mezcla de 100 m! de aceite mineral y 20 ml de silicon FG-10
(Dow Coming). Como indculo se utilizé un cultivo en fase exponencial del
microorganismo en una cantidad equivalente al 10 % del volumen total de
fermentacion. El pH se ajusté constantemente a 7.0 con NaOH 5M y la
temperatura se mantuvo a 370C durante 5 horas. Se obtuvieron alicuotas de 10 ml a
los 0, 30, 60, 120, 180, 240 y 300 minutos, con la finalidad de seguir la cinética de
crecimiento mediante la lectura de absorbancias en un espectrofotéometro (Beckman
DU-64) a 580 nm y el cilculo de peso seco por gravimetria sobre membrana
Millipore de 0.22 um. Para este fin, la biomasa contenida en los 10 m! de alicuota
de cultivo se retuvo en membranas de 25 mm de diametro previamente pesadas,
que posteriormente se secaron a 40°C durante 24 horas y se pesaron para obtener el
peso seco por diferencia, las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.2 SEPARACION DE BIOMASA Y PURIFICACION DE SOLIDOS
SUSPENDIDOS.

La biomasa contenida en el cultivo se separd por centrifugacion a 3500g/30 min., y
a partir del sobrenadante se obtuvo la fase oleosa la cual se lavo con agua destilada
por centrifugacion bajo las mismas condiciones y se resuspendié en 200 ml de agua
destilada para ser extraida en dos ocasiones con 50 m! de cloroformo. La fase
acuosa se dializé contra amortiguador salino de fosfatos 0.05M, pH 7.0 (PBS) con
membrana de corte de 5000d, estas fracciones se congelaron a -20°C hasta el

momento de su analisis.



3.3 PURIFICACION DE LIPOPOLISACARIDO Y POLISACARIDO
CAPSULAR DE Apl.

La biomasa se resuspendié en un quinto del volumen original de cultivo con
isopropanol al 50% en agua y se mantuvo a 37°C durante 30 minutos con agitacién
ocasional. Posteriormente, la biomasa se lavé dos veces por centrifugacién a
3500g/20 min. con agua destilada y se deshidraté por tratamiento sucesivo con

etanol, acetona y éter.

Para la extraccion del lipopolisacarido de tipo rugoso (LPSr) se utilizé la técnica de
Galanos y col. (1969). La bacteria deshidratada se extrajo con una mezcla de fenol!
90%-cloroformo-éter de petrdleo (2:5:8) en proporciéon de 4 ml/g de bacteria,
homogeneizando en vortex por 2 minutos, manteniendo la temperatura entre 0 y
20°C. La mezcla se centrifugd a 5000¢/15 min., re-extrayendo el paquete en dos
ocasiones mas y juntando los sobrenadantes obtenidos, los cuales se filtraron sobre

papel Wathman y se llevaron a 30-40°C en un evaporador rotatorio para eliminar
El fenol cristalizado se

el éter-cloroforrmo hasta la cristalizacién del fenol.
redisolvio con agua destilada gota a gota hasta la precipitacién del LPS y se dejo

reposar la mezcla por uno a dos minutos para centrifugarse posterionnente a 3000
g/10 min. El sobrenadante se decantd a sequedad y el precipitado se lavo por
centrifugacién dos veces con fenol al 80%, e igual numero de veces con éter
secando a vacio, de esta manera se obtuvo LPSr crudo. Para la extraccion del
lipopolisacarido de tipo liso (LLPSI) y el polisacarido capsular (PC), las bacterias
deshidratadas se trataron con una solucion de EDTA 0.25M en NaCl 0.85% en
proporcién de 15 ml/g de bacteria durante 3 horas a 25°C v agitacidn a 100 r.p.m.,
posteriormente la mezcla se centrifugd a 37002/30 min., separando el paquete y el
sobrenadante. El sobrenadante se¢ filtro por membrana Millipore de 0.22 um y se
dializo contra agua destilada, esta preparacion fue llamada LPSI crudo. Por otra
parte, el paquete se resuspendié en HCI 0.05M en NaCl 0.85% en proporcion de 25
ml/g de bacteria y se agito a 30 r.p.m. durante 3 horas a 23°C, posteriormente la
mezcla se centrifugé a 35002/30 min. y el sobrenadante se neutralizé con NaOH
0.1N, esta solucién se filtré por membrana Millipore de 0.22 um y se mezclé con 5
volumenes de etanol al 95% durante 12 horas a 4°C, separando el precipitado por
centrifugacién a 35000g/30 min., dializando éste contra agua destilada, la

preparacion fue llamada PC crudo.



3.4 ANALISIS DE LAS FRACCIONES.

3.4.1 Determinacion de proteinas (Bradford, 1976).

Reactivo. Se disolvieron 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 50 ml de
etanol al 95%, se agregaron 100 ml de H3PO4 al 85% (p/v) y se diluyé a un litro

con agua destilada.

Método estindar. A 100 ul de solucion que contenia entre 10 y 100 ug de
proteina, se agregaron 5 ml del reactivo de azul de Coomassie mezclando con
vortex, midiéndose la absorbancia contra blanco de amortiguador a 595 nm después
de dos minutos y antes de una hora. La concentracion del problema se calculd por

interpolacion en una curva patron.

Método micro. A 100 ul de solucion que contenia entre | y 10 pug de proteina, se
agregd 1 ml de reactivo de Coomassie mezclando con vortex, midiéndose la
absorbancia contra blanco de amortiguador a 595 nimn después de dos minutos y
antes de una hora. La concentracion del problema se calculd por interpolacion en

una curva patron.

3.4.2 Detenminacion de carbohidratos.

Previo a la detenminacion de carbohidratos los extractos se hidrolizaron con H2SOy4
2M (para la detenminacion de azicares neutros) y HCl 2M (para aminoazticares), a

100°C durante 16 horas.

3.4.2.1 Aminoaztcares (Strominger y col., 1959).

A 40 ul de una solucién que contenia de 0.01 a 0.1 umoles de glucosamina
mantenida en baio de hiclo se agregaron 20 ul de una mezcla 1:1 recién preparada
de NaHCO3 saturado y anhidrido acético en agua, incubando a 25°C por 10
minutos, colocindola en baiio maria por 3 minutos. Después de dejarlo enfriar a
temperatura ambiente se le adicionaron 50 ul de K>B4O7 al 5% o de glicina 0.1 M
a pH 9.0 y se coloco en baiio maria por 7 minutos. Se agregaron 500 ul de dcido
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acético glacial y 200 ul de p-dimetilaminobenzaldehido al 162 en acido acético
glacial al 95% y 5% de HCI concentrado, se incubé la mezcla a 38°C por 20
minutos y se leyo la absorbancia a 585 nm. La concentracién de los problemas se

calculé por interpolacién en una curva patrén.

3.4.2.2 Azicares neutros (Dische y col., 1949).

A 200 ul de muestra conservados en bafio de hielo se le agregaron 900 ul de
H3>S04 diluido en agua (12:2) agitando la mezcla y dejandola reposar a temperatura
ambiente por 10 minutos. La mezcla se mantuvo posteriormente por 3 minutos en
baiio de agua en ebullicion, dejandola enfriar a temperatura ambiente. A esta
solucion se le determiné el espectro de absorcion desde 230 nm hasta 700 nm. Una
vez determinado el espectro se agregaron 20 ul de una solucion recién preparada de
clorhidrato de cisteina al 3% en agua, agitando y dejando reposar en obscuridad. Se
determiné nuevamente el espectro desde 230 nm hasta 700 nm a los 90 minutos y
22 horas. A partir de los espectros se obtuvo la longitud de onda a la que debian
determinarse galactosa (600 nm) y Ramnosa (400 nm). La concentraciéon de las
muestras se calculé a partir de curvas patron. La concentracion de glucosa fue
obtenida a partir de los hidrolizados con ac. sulfirico (previa neutralizacién con
NaHCO3) en un autoanalizador de quimica clinica Express 550 (CIBA-Coming),

mediante el uso de reactivos comerciales basados en el método de Trinder

(Glucosa-Trinder, CIBA-Coming).

3.4.2.3 Determinacion de 2-ceto-3-desoxioctonato (KDO)
(Cynkin y Ashwell, 1960).

Se pipetearon 100 ul de muestra en un tubo de tapon de rosca y se afadieron 50 ul
de H2SO4 0.5M, calentando en baifio maria en ebullicion por 8 minutos con los
tapones flojos. La mezcla se enfrid en baiio de agua y se aiadieron 250 ul de Ac.
Peryddico 0.005M en H3SO4 0.0625M dejandola reposar por 20 minutos a
temperatura ambiente. La reaccién de oxidacion se detuvo por la adicion de 500 ul
de arsenito de sodio al 2% en HCI 0.5N agitando y dejando reposar por 2 minutos.
2 ml de Ac. 2-tiobarbiturico al 0.3% aq. y la mezcla se

Se anadieron entonces 2
calentd en baiio maria en ebulliciéon por 10 minutos, enfriando al baifio de agua. Se



leyo la absorbancia a 549 y 532 nm contra blanco de reactivos. La concentracién
de KDO se calculo a partir de la siguiente formula:

ug KDO/mI= (0.087A549 - 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 estandar, extracto crudo de LPS y polisacarido capsular, colocando 10 ul de
cada dilucion en los pozos de una microplaca y adicionando 10 ul 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 37°C por 30 minutos. El titulo se tomo como la taltima
dilucioén en la que se encontrd formacion de gel.

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

El comrimiento electroforético de las fracciones se realizé con el sistema de Laemli
(1970), utilizando el gel concentrador al 4% en amortiguador Tris-HCI 0.125M,
0.1% SDS, pH 6.8 y el gel de corrida al 12.5% en amortiguador Tris-HCI 0.375M,
0.1% SDS, pH 8.8. El amortiguador de corrida fue Tris 0.025 M-glicina 0.192M,
0.1% SDS, pH 8.3. La corrida se realizdé a 35 mA de corriente constante durante 35
minutos, con preelectroforésis de 30 minutos y cambio de amortiguador previo a la
iniciacion de la corrida. Las bandas fueron reveladas por tincion con nitrato de plata
y contratefiidas con azul de Coomassie (Hitchcock y Brown, 1983). Se utilizaron
como marcadores de peso molecular miosina (205 Kd), p-galactosidasa (116 Kd),
albumina bovina (60 Kd), ovoalbimina (45 Kd) y anhidrasa carbonica (29 Kd) , y
como estandares de referencia lipopolisacirido de tipo liso obtenido de E. coli
serotipo 026:B6 y de tipo rugoso obtenido de S._minnesota R5 (mutante Rc¢). Todos
los marcadores fueron comprados a Sigma Chem. Co. El material separado por
SDS-PAGE se transfirio del gel a papel de nitrocelulosa (Imnmobilon, Millipore)
utilizando el sistema de metanol-Tris-glicina de Towbin y col. (1979). La
electrotransferencia se desarrolld en un equipo de transferencia (Hoefer Scientific
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Instruments, San Francisco, CA) por 2 horas a 30 V. Los sitios no ocupados en el
papel de nitrocelulosa se bloquearon con solucién bloqueadora amortiguada de
albumina sérica bovina (ELISAmate, Kirkegaard & Perry, Lab. Inc.) por 5 minutos
a temperatura ambiente y las tiras se dejaron reaccionar con el suero de prueba
diluido 1:20 en la misma soluciéon durante 1.5 horas retirandose el suero con
solucion de lavado (ELISAmate, Kirkegaard & Perry, Lab. Inc.) repitiendo el
- procedimiento en 5 ocasiones. Entonces se agregd anticuerpo peroxidado de
afinidad por IgG o IgM porcina desarrollado en cabra (Kirkegaard & Perry, Lab.
Inc.) diluido 1:500 en leche descremada al 1% en amortiguador de trietanolamina,
pH 7.2 durante 1.5 horas y después del proceso de lavado las tiras se revelaron con
una solucion de 30 mg de alfa-Cloronafiol en 50 ml de amortiguador de
trietanolamina pH 7.2, 10 ml de metanol y 50 ul de peréxido de hidrégeno, durante

20 a 60 minutos.

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

Una solucién al 10% de carbopol se colocé en altura controlada sobre una charola
porcelanizada y se secd en estufa a 60°C durante 12 horas, la placa obtenida se
molié y micronizdé6 con un molino de cuchillas, el polvo asi obtenido se tamizé en
diferentes tamailos de particula, tomandose para las experiencias los cortes 80/100,
100/200 y 200/325. Con estos polvos se realizaron pruebas de adhesion sobre
secciones longitudinales de 20 X | cm de yeyuno de cerdo convencional acorde con
el ensayo ex vivo propuesto por Ranga y Buri (1989). Las secciones se lavaron con
solucién amortiguadora de Soerensen y se fijaron mediante grapas a una seccion
longitudinal de tubo de cloruro de polivinilo. Una vez fijos, los cortes se
espolvorearon homogeneamente con 100 mg de los micronizados, dejindose
interactuar con la mucosa durante 10 minutos. Posteriormente, se reflujé solucién
intestinal simulada a una velocidad de 25 ml/min. durante 60 minutos, permitiendo
que la solucién cubriera integramente la mucosa. Se tomaron muestras a diferentes
intervalos de tiempo y se determiné la cantidad de carbopol eluido por un anilisis
gravimétrico contra un blanco de mucosa sin polimero. La prueba se realizé por
triplicado. Se tomaron secciones de tejido para microscopia electronica de barrido

antes y después del reflujo y en secciones no tratadas.



DEL TIEMPO DE HUMECTACION OPTIMO Y

3.6 DETERMINACION
ULTRAMICROSCOPICO DE LA MATRIZ

COMPORTAMIENTO
MICRONIZADA.

Una vez determinado el tamaiio optimo de particula se procedio a determinar el
efecto del tiempo de humectacion (tiempo necesario para provocar la relajaciéon de
las cadenas del polimero por efecto del ingreso de agua), sobre la fuerza
mucoadhesiva del polimero y su comportamiento a nivel
utilizaron tabletas de carbopol 934 con area constante de 0.79 cm , las cuales se
dejaron interactuar con fluido intestinal simulado desde O hasta 1S minutos ( 1, 3, S,
5.5, 10, 12.5 y 15 ) y la fuerza de adhesion se midié por medio de una balanza de
torsion modificada (Villalobos y col., 1992). Paralelamente, muestras de polimero
micronizado fueron expuestas a fluido intestinal simulado en los mismos periodos
liofilizandose y tratandose para su observacién por microscopia

ultramicroscopico. Se

de tiempo,
electronica de barrido.

3.7 PREPARACION DE LA MATRIZ CARBOPOL-ANTIGENO.

Se preparé una mezcla de los extractos crudos de LPSr, LPS! y PC en igual
proporcion (v/v) y se adicioné al 1% a la solucion saturada de carbopol secando y
micronizando de la manera que fue descrita con anterioridad. Siendo este polvo

micronizado el que se utilizé para la inmunizacién oral.

3.8 INMUNIZACION DE CERDOS Y DESAFIO CON Ap! COMPLETO.

Se utilizaron cerdos libres de patégeno especifico (spf) recién destetados, obtenidos
del bioterio del CENID-Microbiologia de la SARH, asignados de manera aleatoria a
cuatro gupos. El primer grupo (n= 4), se inmunizo por via oral con 200 mg de matriz
micronizada en el dia 0, con la misma dosis oral de refuerzo en el dia 7 (grupo O).
El segundo grupo (n=4), se inmunizoé por via oral con 200 mg de matriz micronizada
en el dia 0, con dosis intramuscular de refuerzo en el dia 7, con 2 ml de una

bacterina preparada con la misma cepa de Apl en Al(OH)3 (grupo OI). El tercer
2 ml de bacterina en el dia 0,

grupo (n=4), se inmunizdé por via intramuscular con 2
con dosis intramuscular de refuerzo en el dia 7, con 2 ml de bacterina (grupo IM).




El cuarto grupo (n=2), se tomé como control sin tratamiento (grupo C). En el dia 14
todos los animales fueron desafiados en una camara de aerosolizacién construida y
nomalizada en FES-Cuautitlan (Caballero, 1985) con 12.5 ml 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 los
animales (temperatura rectal, cianosis, postracién), sin embargo, debido a que no se
encontré cambio alguno en los animales cuatro dias después del primer desafio, se
realizé 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 dias se sacrificaron previa
insensibilizacién por electrocucion, tanto ellos como los que murieron en etapas
previas fueron procesados para estudio de patologia. Las lesiones macroscdpicas
fueron observadas y registradas en el momento del sacrificio, tomandose muestras
de las lesiones presentes en pulmén para cultivo microbiolégico y estudio
histopatologico. 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 serologia,
los tiempos designados para tal fin correspondieron a los dias 0, 7 (refuerzo), 14
(primer desafio), 18 (segundo desafio) y 25 (sacrificio).

3.7 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

3.7.1 Lesiones macroscopicas.
Los pulmones obtenidos a la necropsia se evaluaron para conocer e} grado de daiio

generado por el desafio y la proteccion ofrecida por las inmunizaciones. A partir del
registro del area superficial de las lesiones presentadas en la regidn dorsal y ventral
de los pulmones en los cuatro lébulos sobre modelos en papel Wathman No. 1
acorde con Ciprian (1987), se calculdé el porcentaje de daiio pulmonar tomando
como base el area total de las lesiones. La medicion del porcentaje de lesion se
modificé ligeramente a la técnica propuesta originalmente, en la que el area se
media sobre papel milimétrico, en este caso el porcentaje se obtuvo por diferencia
de pesos entre el modelo sobre papel completo (pulmén normal ) y el peso del
modelo una vez que las areas marcadas de lesion fueron eliminadas por corte. Los
resultados se trataron estadisticamente por anailisis de varianza con el método de
rangos multiples de Tukey al 95% de confianza mediante el paquete Statgraphics

ver. 3.0.



3.7.2 Lesiones microscoépicas.
Se removieron secciones de las zonas dailadas en pulmén y se fijaron en formalina

amortiguada al 10%, para luego ser embebidas en parafina y cortadas a un espesor
de 5-6 um. Los cortes histologicos se tiileron con hematoxilina y eosina para su
observacion y evaluacion de daiio. Asi mismo, se tomaron muestras de duodeno,
yeyuno e ileon a fin de evaluar una probable respuesta a nivel de placas de Peyer.

3.7.3 Recuperacion del agente.
Se tomaron muestras de las zonas de daiio a fin de recuperar al microorganismo

mediante cultivo en placas de agar sangre sembrando en estria por dilucion de

colonias utilizando una cepa de Staphvlococcus aureus como nodriza.

3.8 ENSAYOS SEROLOGICOS.

Aglutinacion lenta en tubo.
Se empled la técnica descrita por Morilla (1986), el antigeno para la prueba se
preparé a partir de un cultivo de 18 horas a 37°C en placa de agar de
soya-tripticaseina suplementado con NAD, con la misma cepa de Apl que se utilizé
para la preparacion de los antigenos crudos. El crecimiento de lavé por
centrifugacion a 3500g/20 min. en dos ocasiones y posteriormente se diluyé a una
concentracion del 4.5% en solucién 0.15M de NaCl, medida como el volumen
porcentual de células empacadas en un tubo capilar después de centrifugacion a

microhematocrito

centrifuga  clinica  para
a la

min. en una
se normalizé previo

5000 r.p.m./3
(Becton-Dickinson). E! antigeno concentrado
determinacién a una concentracion celular equivalente al 0.045% en solucion 0.15M

NaCl estéril adicionada en el momento de su uso con fenol a una concentraciéon final
del 0.5% (el antigeno se diluyé 1:100 con solucion salina fenolada en el momento
de su uso). Para la determinacion se realizaron diluciones decimales de 1:25, 1:50,
1:100 1:200 y 1:400. Mediante el uso de una pipeta de Bang se colocaron en cinco
tubos 80, 40, 20, 10 y 5 ul de suero problema a los cuales se les adicionaron 2.0 ml
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de antigeno normalizado 1:100, resultando las diluciones de 1:25 a 1:400
especificadas con anterioridad. Los tubos se agitaron durante 30 segundos en la
misma gradilla y se incubaron a 37°C durante 48 horas. Para la lectura de la prueba
se utilizé luz fluorescente indirecta con fondo negro, el grado de aglutinacion se
midioé observando el grado de transparencia sin agitar el tubo de la siguiente manera:

(++++) = Aglutinacién y sedimentacion completas con clarificacion total del

sobrenadante.
(+++) = Aglutinacién y sedimentacion casi completas y clarificacion del 75%.
(++) = Aglutinacién y sedimentacion pronunciadas y clarificacion del 50%.

( +) = Sedimentacion parcial y clarificacién del 25%. ’

( - ) = Clarificacidn nula.
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4.0 DESCRIPCION ANALITICA DE RESULTADOS

4.1 CULTIVO DEL MICROORGANISMO.

La curva de crecimiento para Apl se presenta en la graifica 1, en donde puede
observarse un comportamiento monofisico con un tiempo de 3.5 horas a la fase
estacionaria. El comportamiento cinético de la cepa en cultivo con fermentador se
presenta en la grafica 2, bajo las condiciones de fermentacién utilizadas el
rendimiento de biomasa fue de 1.68 g/l. En este caso, las lecturas de absorbancia
indicaron que la fase estacionaria se alcanzé a las § horas, sin embargo, al realizarse
el seguimiento con cuentas viables se observd la disminuciéon progresiva de las
UFC/ml, paralela a la formaciéon de solidos suspendidos no relacionados a la
biomasa viable alrededor de las 3 horas de iniciado el cultivo. Como lo mis
probable era que se tratara de productos de lisis bacteriana estos soélidos fueron
separados y purificados para su estudio, las caracteristicas de estos se describiran

mas adelante.

4.2 METODOS ANALITICOS

Las graficas 3 y 4 presentan las curvas estandar utilizadas para la determinacion de
Y=0.0051X - 0.0229, con r=0.9988 e

proteinas con ecuaciones de regresion
las técnicas macro y micro,

Y=0.0171X + 0.0456 con r=09961 para
respectivamente. En las grificas 5 y 6 se presentan los espectros obtenidos por la

técnica de Dische para galactosa y ramnosa, respectivamente. A partir de éstas se
decidié utilizar solo la parte correspondiente a la tltima fase de la determinacion, es
decir, los espectros de 24 horas. En la grafica 7 se presenta la superposicion de los
espectros a partir de la cual se decidié utilizar la longitud de onda de 400 nm para la
determinacion de ramnosa y de 600 nm para galactosa debido a que a estas
longitudes pudo diferenciarse una de la otra. Como se observa en esta grafica
ramnosa fue incapaz de absorber a 600 nm y aun cuando galactosa también absorbia
a 400 nm la concentracién de ramnosa pudo ser corregida a partir de las ecuaciones
de regresion obtenidas para las curvas de calibrado (grificas 8 y 9) que fueron

'=0.0182X + 0.1268, r—0.9968 para ramnosa e Y=0.0085X - 0.051, r=0.9989 para
galactosa, de tal manera que la correccion para ramnosa fue el resultado de restar el
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GRAFICA 2. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Actinobaciius pleutopneumoniae SER. 4
EN CONDICIONES DE FERMENTACION

. PESO SECO (gh)
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GRAFICA 3. CURVA DE CALIBRACION PARA PROTEINAS
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GRAFICA 4. CURVA DE CALIBRACION PROTEINAS
(MCROTECNCA)
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GRAFICA 5. ESPECTRO DE DISCHE GALACTOSA 0.001 M
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GRAFICA 6. ESPECTRO DE DISCHE RAMNOSA 0.001M
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GRAFICA 7. ESPECTRO DE DISCHE GALACTOSA-RAMNGSA
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GRAFICA 8. CURVA DE CALIBRACION RAMNOSA
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GRAFICA 9. CURVA DE CALIBRACION GALACTOSA




valor interpolado para absorbancia a 600 nm al interpolado a 400 nm segun la
férmula:

ug de Ramnosa= (0.0182A400 _ 0.1268) - (0.0085A600 _ 0.051).

En la grifica 10 se presenta la curva estandar para glucosamina, con la ecuacién de
regresion Y=0.0027X + 0.056, r=0.9971. En la grifica 11 se preserita la curva
estindar para los marcadores de peso molecular en SDS-PAGE con una ecuacién de
regresion: 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 analisis quimico de las
fracciones. Puede observarse que todas las fracciones presentaron contaminacion
con proteinas 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 estandar de marcadores de peso molecular se presenta
en la grafica 11), tiendo con nitrato de plata a fin de revelar la presencia de LPS y
PC, contratiiendo con azul de Coomassie para revelar proteinas (figura 1). Las
fracciones protéicas contaminantes fueron las mismas para los extractos LPSr y
LPSI, correspondiendo todas a perfiles reportados con anterioridad para la proteinas
integrales de membrana externa, destacando las de 76 Kd, 50 Kd, la region mayor
de 39 a 44 Kd. la proteina modificable por calor de 29 Kd y la proteina de 16-16.5
Kd (Rapp y col., 1986: Thwaits v Kadis, 1990; Thwaits y Kadis, 1993). En cuanto
al PC, éste presentd una menor contaminacién protéica encontrandose solamente
bandeos definidos de 76, 69, 61 y 56 Kd también correspondientes a proteinas
integrales de membrana externa.
El extracto de sdlidos suspendidos presentd una amplia gama de proteinas
contaminantes, sin embargo, éste extracto segun se infiere por el analisis quimico
presentd la mayor proporcion de LPS y PC.

Al realizar el analisis de las bandas teiiidas con nitrato de plata se observé que tanto
el extracto de LPSr como el de LPSI presentaron un patron similar de bandeo con
15 a 20 dobletes de coloracion grisdsea y roja, sin patrén de repeticion homogéneo
que corresponden a las cadenas de polisacirido O, los cuales no se encuentran en
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TABLA 1. ANALISIS DE LAS FRACCIONES

DETERMINACION | LIPOPOLISACARIDO | LIPOPOLISACARIDO | POLISACARIDO |  SOLIDOS
{vgim) RUGOSO uso CAPSULAR | SUSPENDIDOS
PROTENAS 13 55 8% 13
KDO 15 [.<] 38 % o
RAMNOSA a9 0 122 6
GALACTOSA 1m P % 416
GLUCOSA %52 880 21 168090
GLUCOSAMINA 1200 1860 15 2100
|




GRAFICA 11. CURVA DE MARCADORES DE PESO MOLECULAR
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Figura 1. Electroforésis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (12.5%)
de los extractos de material capsular de Actinobacillus pleuropneumoniae ser. 1.

1. Marcadores de peso molecular; 2. Lipopolisacarido liso (E. coli ser. 026:B26);
3. Lipopolisacirido rugoso (S. minnesota RS, mutante Rc); 4. Solidos suspendidos:
5. Polisacarido capsular; 6. “Lipopolisacarido liso™; 7. “Lipopolisacarido rugoso™.
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los LPS de tipo rugoso o liso por lo que se puede inferir que el polimero obtenido
por los dos métodos correspondié a LPS de tipo semi-rugoso (Hitchcock y Brown,
1983), el peso molecular aparente de la mancha principal correspondiente al nticleo

de LPS resulté de 18 a 20 Kd.
La prueba de lisado de amebocito de Limulus, indicé la presencia de endotoxina

mayor a 10,000 unidades en el caso del extracto de LPS y de 100 unidades de
endotoxina en el caso del extracto de PC.

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

El método utilizado mostré claras diferencias entre los tamaifios de particula
evaluados, el corte de malla 200/325 presento la mayor proporcion de estancia al
cabo de 60 minutos, seguido por los cortes 100/200 y 80/100 eluyendose
aproximadamente el 35%, 40% y 355% del polimero respectivamente. No hubo
diferencias  significativas entre los ensayos realizados para cada micronizado,
indicando que la bioadhesién fue reproducible en pruebas ex vivo. Las micrografias
electronicas indicaron una estrecha relacion entre el polimero y la mucosa,
observandose zonas de intestino con las vellosidades totalmente recubiertas por
carbopol (Figura 2a), y zonas en donde se apreciaron claramente las microparticulas
del polimero incluidas entre las vellosidades intimamente ligadas a la mucosa

(Figura 2b,c).

4.5 DETERMINACION DEL TIEMPO DE HUMECTACION OPTIMO Y
COMPORTAMIENTO ULTRAMICROSCOPICO DE LA MATRIZ
MICRONIZADA.

En la grafica 12 se puede apreciar que a partir de la relacion tiempo de humectacion

contra fuerza de adhesion manteniendo el area de exposicion constante se obtuvo
un comportamiento que puede ser explicado de la siguiente forma:

A tiempo de humectacion O se observo una lectura que técnicamente se ha
denominado punto de fatiga y depende de la penetraciéon de la mucosa y/o
probablemente de las fuerzas electrostaticas de los grupos carboxilo del carbopol y
oligosacaridos de la mucosa (Longer y Robinson, 1986).
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Figura 2. Corte longitudinal de una seccién de intestino
tratada con microparticulas de carbopol. A 200X, B 700X,
C 1500 X.
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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 adhesién pudo
indicar una interpenetracion (mucosa-polimero/ polimero-mucosa), ya que la
humectacion del polimero no habia sido suficiente como para anular la accién de Ia
mucosa sobre el mismo. La sumatoria de las fuerzas del polimero poco humectado,
asi como las mencionadas en el punto anterior, provocaron un aumento en la fuerza

de adhesion.

La disminucidén de la fuerza de adhesion presentada del minuto 1 al 5 pudo deberse
a la eliminacion de las interacciones electrostdticas interfaciales, producto del agua
presente, aunque esta ultima no haya sido la suficiente hasta el momento como para

elevar por si misma la fuerza de adhesion.

A partir de los 5 minutos, la cantidad de polimero relajado permitié una maxima
interpenetracion con un probable cambio de la viscosidad de las regiones en
contacto, lo cual dificultéd la separacion (L.onger y Robinson, 1986).

Hacia los 10 minutos se presentd la mayor fuerza de adhesion, la cual disminuyé en
tiempos posteriores debido a la solubilizacion de las primeras capas relajadas de

polimero.

Adicionalmente, se tomaron micrografias electronicas de las microparticulas de
carbopol a tiempos establecidos de humectacion, el comportamiento de
solubilizacion del polimero presento un patron definido que se caracterizo por la
formacién de poros de erosion que gradualmente aumentaron de diametro (Figura
3a,b,c.d), hasta generar microfilamentos que finalinente se solubilizaron en el medio
(Figura 3e). Este comportamiento de solubilizacién fue similar al encontrado en las
secciones de intestino tratadas con carbopol y sometidas a reflujo, en donde el
polimero se observo hacia el tiempo mayor de reflujo en forma de microfilamentos
(compararar Fig. 2¢ y Fig. 3e). Esto indicé que conforme el polimero era
solubilizado el activo contenido en la matriz podia ser liberado en forma simultanea
v dado que el tiempo en el que se estudio la fuerza de adhesion con pastillas
directamente expuestas al amortiguador fue de 15 minutos, a diferencia del ensayo
de reflujo ex vivo que fue de 60 minutos, el tiempo necesario para dicha liberacion
dependié claramente del medio al que las particulas fueron sometidas, es decir, que
en un medio en el que el polimero se encontraba directamente expuesto al
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sFigura 3. Microscopia electronica de barrido de
microparticulas de carbopol: Comportamiento de
solubilizacion . A. B. C » D . 0. 3. 5 » 10 minutos
respectivamente ( 2000 X). E 10 minutos (10.000X )

31



amortiguador la solubilizacién fue acelerada, en tanto que en el intestino el polimero
situado hacia las criptas de las wvellosidades al encontrar una menor cantidad de
solucion circundante presentd un tiempo mayor de solubilizaciéon. Este
comportamiento sugirié que los microgrinulos no eluidos durante la prueba de
adhesion ex vive podian permanecer durante un tiempo prolongado en asociacién a
la mucosa aumentando por tanto el tiempo de exposicion del activo a este nivel,
determinando una doble funcion: La localizacion espacial y la liberacién controlada
de los antigenos a utilizar para la elaboracion de la vacuna.

4.6 ENSAYOS SEROLOGICOS.

4.6.1 Aglutinacion lenta en tubo.

En la tabla 2 se presentan los titulos obtenidos por aglutinacién lenta en tubo para
los sueros de los animales en el dia 0, después de la primera inmunizacion (dia 7),
posterior al primer desafio (dia 18) y al momento del sacrificio (dia 25). Puede
observarse que todos los animales fueron seronegativos al inicio del experimento y
que posteriormente a la primera inmunizacién, solo los animales que recibieron
dosis de bacterina (cerdos 9-12) y uno que recibié dosis oral (cerdo 8) habian
desarrollado respuesta sérica en contra del cuerpo bacteriano completo.

Después del primer desafio, los titulos de anticuerpos permanecieron constantes y
solo se observé 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, asi como los que se
inmunizaron solo con dosis orales, no presentaron respuesta sérica detectable por el
método utilizado.

Hacia el final del experimento, los titulos para los grupos de inmunizacién O, Ol y
C, observaron una franca elevacién, en tanto que los titulos obtenidos para el grupo
de inmunizacion IM (solo bacterinizados) permanecid constante y en un animal

(cerdo 9) pareci6 disminuir,
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TABLA 2. TITULOS SERICOS DE LOS CERDOS EXPERIMENTALES PRE
YPOSDESARIO POR AGLUTINACION LENTA EN TUBO

cpoaame oo w7 PRER DESA SEGUNDO DESAPD
o~ 0 0 ° %0
o o o 0 o
o ° o NO. o
o o ° 0 140
W ° no. ° )
' K o 0 “
oy | , ; "
w
W ° 1“0 1% 20
TR 0 120 130 1100
1ANTRAMUGCLRAN ° 10 10 0
11ANTRAMUSGULAR ° 10 140 1
TR 0 140 20 130
13CONTROL [} [ 190 .
14/OONTROL [ 0 o 10

43

- T

T A zaatale A A -



4.6.2 Inmunotransferencia.

En la figura 4 se presenta la respuesta sérica especifica al final del experimento de
los animales contra el antigeno purificado que se utilizé para la preparacién de la
vacuna oral. Cabe seiialar que sélo se obtuvo respuesta de anticuerpos de la clase
IgG, puesto que el analisis también se realizé para la clase IgM sin encontrar
reaccion por parte de los sueros con anticuerpos de esta clase. Los carriles 1 al 10
corresponden a los sueros de los cerdos 1, 4, 5,6, 7,8, 11, 12, 13 y 14. Los carriles
11 y 12 corresponden, respectivamente, a la reaccion con Concanavalina A y a las
proteinas presentes en el extracto. Los bandeos evidenciados por la reaccién de
Concanavalina A corresponden a las cadenas laterales de polisacaridos O, debido a
su contenido de glucosa, no encontrandose reaccion hacia el polisacirido capsular
porque éste no contiene carbohidratos capaces de fijarse a la lectina. Puesto que los
cerdos 5 al 8 pertenecian al mismo grupo experimental (Ol), se observé una
respuesta homogénea a las fracciones antigénicas utilizadas para la inmunizacién
que fue dirigida principalmente en contra de las cadenas laterales O y el nicleo del
LPS y las proteinas 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 observé una
respuesta semejante a las del grupo OI, en tanto que en el cerdo 1, perteneciente al
grupo O, se observé principalmente respuesta en contra de las proteinas de
membrana externa excepto a las de 39-44, 29 y 16 Kd. En el caso de los cerdos 11
y 12 (grupo IM), el perfil observado correspondid a una respuesta elevada en contra
de las proteinas de membrana externa, principalmente a las de 76, 69, 61, 56 y 50
Kd. Para los cerdos 13 y 14 la respuesta de anticuerpos se dirigié primordialmente
hacia cadenas laterales O de alto peso molecular (COA) y la fracciéon de proteinas
de membrana externa, sin reaccion aparente contra de las cadenas laterales O de
bajo peso molecular (COB).

A fin de determinar las fracciones contra las cuales la respuesta de anticuerpos fue
mayor, los sueros se diluyeron 1:200 y se probaron nuevamente contra los antigenos
transferidos a papel de nitrocelulosa. En el cerdo 4 (grupo O) se observo todavia
una respuesta franca en contra de COB y el nucleo del LPS, asi como a proteinas de
bajo peso molecular (39-44, 29 y 16 Kd), disminuyendo la cantidad de anticuerpos
en contra de COA, perdiendose la respuesta hacia las demas proteinas de
membrana externa. Los sueros de los cerdos 5, 6 y 7 se comportaron de igual
manera, en el caso del suero del cerdo 8 éste conservd una gran cantidad de
anticuerpos en contra de las proteinas de membrana externa y COA del LPS con una
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Figura 4. Respuesta sérica de los cerdos experimentales hacia los antigenos
purificados de Apl. Los carriles 1 al 10 corresponden a los sueros de los
animales 1, 4, S, 6, 7, 8, 11, 12, 13 y 14. Carril 11, reacciéon con
Concanavalina A. Carril 12, proteinas presentes en el extracto.
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marcada disminucién de los anticuerpos dirigidos en contra del nicleo. Los sueros
de los cerdos 11 y 12 sélo conservaron la respuesta correspondiente a las fracciones
de bajo peso molecular de proteinas (39, 29 y 16 Kd), COB y ntucleo del LPS,

conservandose en el cerdo 12 una ligera respuesta al PC.

4.7 PATOLOGIA
4.7.1 Lesiones pulmonares macroscopicas

La distribucién de las lesiones en los grupos experimentales se presenta en la figura
5, cabe seialar que ninguno de los animales murié posdesafio. A partir de el
estudio de planimetrian se determinaron los porcentajes de lesion 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
estadisticamente semejantes con un un rango de dafio pulmonar aparente mayor al
50%, en tanto que los grupos O e IM fueron semejantes entre ellos confiriendo
proteccion a los animales con reduccién de las lesiones aparentes en alrededor de un
50% con respecto a la respuesta media del grupo C. A continuacion se presenta la
descripcién de las lesiones (el porcentaje de lesiéon aparente para cada cerdo se

presenta entre parentesis):

Grupo de inmunizacion O.

En este grupo se presentdé en promedio un 21.75% de lesién neuménica con un
intervalo de confianza para la media de 5.79% a 37.7%. En general las lesiones
fueron en el 75% de los casos (tres animales) de tipo agudo y en el 25% (un
animal) de tipo crénico. Las lesiones agudas correspondieron a zonas hemorrigicas
difusas y focos de arresto purulentos con localizacién preponderante en lébulos
diafragmaticos, en tanto que las crénicas correspondieron a zonas hemorrigicas con
cicatrizacion y adherencias pleurales distribuidas en los lobulos diafragmiticos,
cardiacos y apicales. Uno de los animales con proceso agudo presentd lesion tipo

micoplasma.
Cerdo 1 (15%): Presenté una sola lesion de tipo hemorragico, de coloracion rojo-
purpura, solida, en el Iébulo diafragmatico izquierdo.
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Figura 5. Distribucion de las lesiones en los grupos
experimentales. A Administracion oral; B Administracién oral-

intramuscular; C Administraciéon intramuscular; D Control no
inmunizado.
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TABLA 3. ANALISIS DE VARIANZA POR EL METODO DE RANGO MULTIPLE DE TUKEY (35%) PARA LAS LESIONES
OBSERVADAS EN LOS GRUPOS DE INMUNIZACION.

SUMADE NVELDE
FUENTE DE VARWCION CUADRADOS GL CUADRADO MEDIO F SNFICANCIA
ENTRELOS GRUPOS R 3 1130.76 s213 00201
DENTRO DE LOS GRUPOS 216313 10 2169313
TOTAL (CORREGIDO) 5561504 1
INTERVALO DE
NIVEL N PROMEDID ERROASTINTERNG  ERROR ESTANGAR CONFUNZA
CONTROL 2 624643 49004 1041469 39.098-6.03¢
INTRAMUSCUUAR 4 20,7445 4TI 7.964294 5.708.37.701
ORAL 4 21.75088 5442275 7.364254 5.78437.708
ORALM 4 4590153 11.13103 7.364204 30.025-61.638
TOTAL 14 448829 3536381 3.936381 2596940018
GRUPOS
NVEL N PROMEDIO HOMOGENECS
INTRAMUSCULAR ] 217445 .
ORAL 4 21.7508 ‘
ORALM 4 459153 *
CONTROL 2 624640 .




Cerdo 2 (21%): En la vista ventral se presentaron tres lesiones en los Iébulos
diafragmaticos, un foco purulento en el lébulo derecho de apariencia esférica,
blanco-grisisea, solido, de bordes bien definidos y dos en el 16bulo izquierdo, una
semejante a la anterior y otra hemorragica semejante a la descrita para el cerdo 1, en
tanto que en el lébulo apical derecho se encontré6 una lesion de hepatizacion
sugestiva de micoplasma. En la vista dorsal, se encontraron tres pequeilas lesiones
de tipo hemorragico en el Iébulo cardiaco izquierdo, dos focos purulentos esféricos
blanco-grisiseos semejantes a los ya descritos en el I6bulo diafragmatico izquierdo
y una lesién de tipo hemorrigico en el 16bulo diafragmatico derecho.

Cerdo 3 (37%): Se presenté un mayor grado de lesidn que para los otros animales
de este grupo, en la vista ventral se observaron lesiones hemorragicas, solidas, de
bordes definidos, al parecer rodeadas de cicatrizacion, circunscribiendo los Iébulos
apical y cardiaco derechos, una lesion hemorragica del mismo tipo en el 16bulo
cardiaco izquierdo y dos mas en el Iobulo diafragmatico izquierdo. En la vista dorsal
se presentd una lesién hemorrigica en la base del Iébulo apical izquierdo, dos en el
I6bulo cardiaco izquierdo, tres en el l6bulo diafragmaitico izquierdo, una de mayor
extension y con adherencia pleural, una en el idbulo apical derecho, una en el lébulo

cardiaco derecho y una en el I6bulo diafragmitico derecho.

Cerdo 4 (13%0): Presentd una lesion hemorragica en la vista ventral situada en el
lobulo diafragmatico izquierdo, asi como un foco purulento en el l6bulo

diafragmatico izquierdo de la vista dorsal.

Grupo de inmunijzacion Ol.

En este grupo se observd una lesion media del 43.98%, con un intervalo de
confianza de 30.02% a 61.94%. En el 75% de los animales se encontro lesion aguda

y en el 25% lesiéon crénica. Las lesiones agudas correspondieron a lesiones
interlobulares,

hemorragicas con focos purulentos y adherencias pleurales e
distribuidas en lobulos diafragmaticos, cardiacos v apicales. Las lesiones crénicas

comprendieron zonas de apariencia hemorragico-congestiva y focos purulentos,
distribuidas en los l6bulos diafragmaticos y cardiacos.

Cerdo 5 (32%): En la vista ventral presenté una extensa zona de apariencia
lobulo diafragmaitico

hemorragica-congestiva que interesdé la mayor parte del
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izquierdo, dentro de la cual se encontré un foco purulento de alrededor de 5 cm de
diametro, y una zona de lesion de tipo hepatizante en la mayoria del 16bulo cardiaco
izquierdo con cinco pequeilos focos purulentos, asi como dos pequefias lesiones
hemorragicas en el lébulo accesorio. En la vista dorsal, se observé una zona
hemorriagica que interesd alrededor del 50% de la superficie del 16bulo
diafragmatico izquierdo y una lesiéon hemorragica irregular en el lébulo cardiaco
izquierdo. La apariencia de las lesiones se presenta en la figura 6a.

Cerdo 6 (47%): Presenté tres lesiones en el Iobulo diafragmatico izquierdo en la
regién ventral dos de ellas fueron focos purulentos y una -la de mayor tamaio- de
tipo hemorragico, y una lesion de tipo hepatizante sugestiva de micoplasma que
afecté una gran zona del l6bulo cardiaco izquierdo, en tanto que, en la vista dorsal
se observaron dos lesiones en el lobulo diafragmatico izquierdo una de tipo
hemorragico y un foco purulento, ademais de una lesion de apariencia hepatizante
con bordes hemorragicos en el lobulo cardiaco izquierdo. Se encontraron
adherencias interlobulares. La apariencia de las lesiones se muestra en la figura 6b.

Cerdo 7 (28%): En la regién ventral se observaron dos lesiones de tipo hemorragico
en el Iobulo diafragmatico derecho, con adherencias interlobulares y en la vista
dorsal se presenté un foco purulento en el lébulo apical izquierdo asi como dos
lesiones de tipo hemorragico en el 16bulo diafragmatico derecho, una de ellas con

adherencia pleural (figura 6¢).

Cerdo 8 (77%): Se presentaron extensas zonas de dafio en todos los [obulos
exceptuando el 16bulo accesorio, el tipo de lesiéon fue hemorragica, encontrandose
solo dos focos purulentos uno en cada lobulo diafragmatico de la region ventral, se
encontraron abundantes adherencias pleurales e hidrotérax de liquido sanguinolento.

Grupo de inmunizacion IM.

En este grupo se encontrd un 21.74% de lesion media, con un intervalo de confianza
de 5.79% al 37.7%. En el 50% de los casos se encontré lesién crénica y en el otro
50% lesion aguda. Las lesiones agudas correspondieron al tipo hemorriagico, con
mayor frecuencia de focos purulentos y adherencias pleurales. En la presentacion
cronica las lesiones fueron de tipo hemorragico con cicatrizacion 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%): Presento en la region ventral dos lesiones en el Iébulo diafragmatico
izquierdo, una lesion hemorragica bien definida y otra también hemorragica pero de
apariencia filamentosa a lo largo del I6bulo, en la vista dorsal se observaron tres
lesiones en el lobulo diafragmatico izquierdo, la mayor una lesion hemorragica y dos

focos purulentos con adherencia pleural.

Cerdo 10 (34%): Presento en la region ventral dos lesiones de tipo hemorragico,
solidas, rodeadas al parecer por cicatrizacion en el Iébulo diafragmaitico derecho. El
la region dorsal, se observo una lesion hemorragica en el apice del l16bulo cardiaco
izquierdo y otra semejante en el derecho, y dos lesiones hemorragicas en el lébulo

diafragmatico derecho de igual apariencia a las de la vista ventral.

Cerdo 11 (21%): Presentd en la region ventral una lesiéon hemorragica en el lébulo
diafragmitico derecho y un foco purulento en el [6bulo diafragmatico izquierdo. En
la regién dorsal se observaron dos focos purulentos en el lobulo diafragmatico
izquierdo y dos focos purulentos en el l6bulo diafragmitico derecho uno de ellos de

mayor extension (figura 7a).

Cerdo 12 (11%): Presentd un foco purulento en el I6bulo diafragmatico izquierdo de
la region ventral. En la region dorsal se observé un foco purulento en el lébulo
diafragmatico izquierdo, un foco purulento en el I6bulo cardiaco izquierdo y un foco
purulento de mayor tamaiio en el lI6bulo diafragmatico derecho (figura 7b).

Grupo C.

Este grupo presentd el 62.46% de lesién pulmonar aparente, con un intervalo de
confianza de 39.9% a 85.05%, siendo el 100% de los casos de tipo créonico. Las
lesiones fueron de tipo hemorragico con cicatrizaciéon y multiples focos de arresto,

lesiones hepatizantes y adherencias pleurales.

Cerdo 13 (64%): Presento en la region ventral una lesion hemorragica, sélida, con
multiples focos de arresto de alrededor del 50% del Iobulo diafragmatico derecho y
una lesion de tipo hepatizante en el mismo lébulo, una lesion difusa de color rosa-
purpureo en el lébulo cardiaco derecho, en el Idbulo diafragmitico izquierdo se
observo una lesion hemorragica. La regién dorsal mostré una lesion hemorragica en
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Figura 7. Apariencia de las lesiones pulmonares: A. Cerdo 11;
B. Cerdo 12.
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el 16bulo diafragmatico izquierdo, un foco purulento y una lesién difusa de color
rosa purpireo en el mismo I6bulo. En el I6bulo diafragmatico derecho se presentd
una lesion hemorrigica extensa con miltiples focos de arresto y adherencias
pleurales, en el loébulo cardiaco derecho se observé una lesion de color rosa-

purpureo (figura 8a).

Cerdo 14 (57%0): En la region ventral se presentd una zona de hemorragia difusa,
con una zona de miltiples focos de arresto en el 16bulo diafragmdtico derecho, una
lesion hemorragica difusa en el Iébulo accesorio, un foco purulento en el lébulo
apical derecho y una zona hemorragica con multiples focos purulentos en el 16bulo
diafragmatico izquierdo. En la zona dorsal se observé una zona hemotragica con
focos de arresto y una pequeiia lesion hemorragica en el lébulo diafragmaitico
izquierdo, una lesion extensa de arresto en el lobulo diafragmaitico derecho y un
foco purulento en el I6bulo apical derecho (figura 8b).

4.7.2 Aislamiento microbiolégico.

En todos los animales se logrd recuperar Apl a partir de las lesiones observadas en
pulmoén, adicionalmente, se aislo__Mvcoplasma _spp en una de las lesiones
presentadas en los pulmones de los cerdos 2 (grupo O) y 6 (grupo OI). No se
encontré ningun otro agente en las lesiones pulmonares.

4.7.3 Histopatologia.

Se realizo6 la lectura de laminillas de los cerdos experimentales, en juegos de cortes
de pulmén, duodeno, yeyuno ¢ ileon, en un estudio en ciego. En los cortes de
intestino se prestd especial atencidon a la condicién de las placas de Peyer, cuando
estaban presentes, considerando la presencia de figuras de mitosis, linfoblastos e
infiltracion de linfocitos en los trayectos posvenulares como posibles indicadores de
activacion de la placa. Considerando que se realizaron dos intentos de desafio, en
pulmoén se definidé la presencia de neumonia en su forma aguda o crénica. Los
resultados se presentan en la tabla 4, en esta se indico la presencia de neumonia tipo

Actinobacillus pleuropneumoniae y/o Pastcurella 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.
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TABLA 4. HISTOPATOLOGIA DE LAS LESIONES
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A. _pleuropneumoniae (Ap): En los casos mads severos presencia de exudado
fibrino-celular en alveolos, necrosis del epitelio bronquial con oclusién o exudado
fibrino-celular, lesiones multifocales a difusas en parénquima, inflamacion septal
con necrosis y/o trombosis, y necrosis fibrinoide en tejido vascular. Se presentan
también zonas de infarto, edema y/o hemorragia alveolar e infiltracion peribronquial
y perivascular de células mononucleares, quiza el rasgo mas caracteristico de las
lesiones microscopicas es la presencia de macréfagos transformados.

P._multocida (Pm): Microscépicamente se aprecia una bronconeumonia exudativa
con distribucién lobular. Inicialmente se encuentra una infiltracion leucocitaria
perivascular y peribronquiolar, engrosamiento del septo alveolar e invasiéon de
neutréfilos, células mononucleares y exudado mucopurulento en alveolos y
bronquiolos, acompaiiados generalmente de una reaccién pleural fibrinopurulenta.

Grupo O.

En 3:1 (75%) de los casos se encontraron elementos de bronconeumonia tipo Ap
y/o Pm, y solo en uno de los casos elementos francos de bronconeumonia por Ap.
Solo uno de los animales presentd rasgos sugestivos de proceso crénico, con
elementos de Ap y/o Pm.

Cerdo |: Bronconeumonia fibrino-purulenta aguda severa, con edema y hemorragias
difusas severas. Proliferacion nodular de macréfagos transformados.

Cerdo 2: Bronconeumonia fibrino-purulenta aguda severa, con edema y hemorragias
difusas severas. Infiltracion alveolar difusa de macrofagos.

Cerdo 3: Bronconeumonia fibrinosa cronica severa, con hermorragia y proliferacion
severas de macrofagos transformados.

Cerdo 4: Bronconeumonia fibrino-purulenta aguda severa, con edema y hemorragias
muy severas. Proliferacién severa de macrofagos transformados.
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Grupo Ol
En 4:4 (100%) de los casos se encontré lesion tipo Ap, en 2:4 (50%) como
bronconeumonia fibrinosa severa y el restante como neumonia fibrinosa severa.

Solo uno con elementos sugestivos de proceso crénico.

Cerdo 5: Bronconeumonia fibrinosa crénica severa con proliferacién masiva de
macroéfagos transformados.

Cerdo 6: Neumonia fibrinosa aguda severa, con edema, congestion y hemorragias
severas. Proliferacion severa de macrofagos transformados e infarto rojo.

Cerdo 7: Neumonia aguda severa, con abundante presencia de macrofagos
transformados y fibrosis pulmonar. Infartos cicatrizados.

Cerdo 8: Bronconeumonia fibrinosa severa, con proliferacién de macrofagos
tranformados y congestion severas.

Grupo IM.

En 3:4 (75%) de los casos se encontré bronconeumonia o neumonia tipo Ap y/o Pm,
y solo en uno bronconeumonia tipo Ap. En 2:2 (530%) de los casos se encontrd

lesién aguda y el restante fue de tipo cronico.

Cerdo 9: Bronconeumonia aguda severa con proliferacion de macrofagos
transformados e infartos cicatrizados.

Cerdo 10: Bronconeumonia crénica severa con proliferacion de macréfagos
transformados e infartos cicatrizados.

Cerdo 11: Bronconeumonia fibrino-purulenta aguda severa, con edema y
hemorragias severas. Proliferaciéon de macréfagos transformados.

Cerdo 12: Neumonia crénica severa con proliferacion de macréfagos transformados
y fibrosis severa.
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Grupo C.

En 2:2 (100%) de los casos se encontro lesion cronica, en uno neumonia tipo Ap y
en el otro neumonia tipo Ap y/o Pm.

Cerdo 13: Neumonia cronica severa con proliferacion severa de macrofagos
transformados, edema moderado y fibrosis de pleura severa.

Cerdo 14: Neumonia cronica 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
(25%) que presentd proceso de tipo agudo. En el grupo Ol 2:4 (50%) presentaron
placas activas, de los cuales uno cursé con proceso agudo y otro con procesc
cronico. En el grupo IM 1:4 (25%) que presentd lesion crénica tuvo activas las
placas de Peyer. El grupo C no presento actividad en este sentido. Cabe seiialar que
en duodeno no se evalud la presencia de placas de Peyer, sino tejido linfoide
asociado a intestino.

En todos los casos se observaron eosinofilos abundantes en la mucosa intestinal. En
ocho animales, dos por lote, se observaron en placas de Peyer células gigantes, con
nicleos agrandados, frecuentemente lobulados y ocasionalmente con estructuras
sugestivas de cuerpos de inclusion. La presencia de estas células gigantes, se asocid
en la mitad de los casos a deplexion de linfocitos en las placas afectadas, pudiendo
corresponder estas células a una infeccion por adenovirus. En los grupos O, Ol e
IM se encontré un animal, respectivamente, con la mucosa dafiada, con

desprendimiento del epitelio y cambios de aspecto degenerativo en las criptas
glandulares.
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5.0 DISCUSION

En la tabla 5 se resumen las caracteristicas principales del comportamiento- de los
cerdos al final del experimento. El anilisis estadistico sugiere que existié una
reduccion significativa (P <0.05) en el porcentaje de lesiones encontradas en los
grupos de inmunizacion O e IM contra los grupos Ol y control ante el desafio
homédlogo, no pudiendo definir si la proteccion conferida hubiera prevenido de la
muerte puesto que ninguno de los animales muri6é posdesafio.

Aunque el grado de lesion en los grupos O e IM fue homogéneo y hasta este punto
podria indicarse que la oral prop funciono confiriendo proteccion de
manera andloga a la de una bacterina administrada por via intramuscular, debe
tomarse en cuenta: Primero, que solo un 25% de los animales del grupo O presento
lesion crénica, en tanto que el 50%% de los animales del grupo IM presentaron dichas
lesiones y segundo, que ain cuando el aislamiento microbioldgico demostré en
todos los casos la presencia de Actinobacillus pleuropneumoniae a partir de las
lesiones pulmonares, en dos de los casos se aislé adicionalmente Mycoplasma spp
correspondiendo estos a un cerdo del grupo O y uno del grupo Ol Se ha
demostrado que la preexistencia de Mycoplasma hvopneumoniae puede
exhacerbar el cuadro clinico de la infeccion por Apl en el cerdo (Yagihashi y col.,
1984) por lo que este hallazgo influye sobre los resultados obtenidos para el
porcentaje de lesion aparente en los grupos experimentales O y Ol suponiendo -al
menos en teoria- que pudo existir un menor porcentaje de lesion promedio de no
haberse presentado la probable interaccion entre los dos agentes durante la infeccion
experimental. Por lo tanto se indicaria una mayor eficiencia de la vacuna oral, sin
embargo, debe seiialarse 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 grado de proteccion.

En un principio, durante el desarrollo de la fase experimental, se pensé que el
primer desafio no habia tenido ningtin efecto sobre las unidades experimentales -
puesto que estas no mostraron signologia alguna- y se optd por realizar un segundo
desafio sin tomar en cuenta la respuesta serologica de los animales. A la luz de los
resultados obtenidos en la serologia e histopatologia, se puede inferir que contrario
a lo que se concluyd en el momento dado, el primer desafio si tuvo efecto, tomando
en cuenta dos factores: Primero, que los titulos de anticuerpos séricos de cuando
menos dos cerdos, uno perteneciente al grupo Ol y otro al grupo C, se elevaron
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TABLA 5. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA RESPUESTA DE LOS CERDOS EXPERIMENTALES
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significativamente y, segundo, que seis de los catorce cerdos (46%%) presentaron
lesion de tipo crénico, haciendo resaltar en este punto que el tiempo transcurrido
desde el segundo desafio hasta el sacrificio no fue suficiente para generar lesiones
de tipo crénico, 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
aerosolizacion no fue letal ya sea porque el tiempo que los animales permanecieron
en la camara fue corto o porque la viabilidad del inécule se vié afectada debido a un
mal manejo. y/o segundo, a que por tratarse de una cepa de laboratorio la
patogenicidad se vié disminuida debido al gran numero de pases a la que fue
sometida, de hecho se han producido con anterioridad cepas atenuadas de A.
pleuropneumoniae serotipo 1 (Apl) obtenidas de campo por medio de hasta 70
pasajes in vitro (Rosendal y Mclnnes, 1990). El hecho, es que esta aerosolizacion
pudo conferir cierta inmunidad protectiva a los animales independientemente de la
inmunizacién a la que fueron previamente sometidos. En experiencias anteriores,
Loftager y col. (1993) lograron obtener inmunidad protectiva mediante
inmunizacion por aerosolizacion con A. pleuropneumoniae serotipo 2 (Ap2)
utilizando bacteria inactivada y Quil A como adyuvante, en este caso se inmunizé a
seis animales con una suspension de bacterias cuya concentracion era de
1010U F.C./ml durante una hora hasta que se completé un litro, repitiendo el
protocolo en seis ocasiones en los dias 1, 3, 5, 8, 10 y 12 del experimento
obteniendo una baja respuesta sérica de IgG con discreta elevacion de IgA
posteriores al protocolo de inmunizacion. El nimero de inmunizaciones asi como la
carga bacteriana utilizadas en esta experiencia puede indicar que la bacteria
inactivada administrada por esta via es pobremente antigénica. Por otra parte, Bossé
y col. (1992) obtuvieron inmunidad protectiva mediante aerosolizacién con una cepa
atenuada de Apl utilizando 75 ml de una suspensién de bacterias que contenia 2 X
106U.F.C./ml, no encontrando signos clinicos posteriores a la inmunizacion de los
animales, en este caso los titulos de anticuerpos séricos de tipo IgG contra el
polisacarido capsular, LPS y la hemolisina probados por ELISA no se elevaron
significativamente sino hasta el séptimo dia postinmunizacion, asi mismo, los titulos
contra estos antigenos en lavados bronquiales probados por ELISA se elevaron
significativamente hasta el dia 21 postinmunizacion. En nuestro caso, siendo que la
dosis utilizada para el segundo desafio se encontraba dentro del rango de letalidad
segin ensayos previos desarrollados en la misma camara de aerosolizacién que para
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esta experiencia por Falcon y col. (1987) y que éste se realizé cuatro dias
posteriores al primero, sea que la cepa utilizada para el primer desafio se encontrara
parcialmente viable (en cuyo caso el poder antigénico y patégeno se vié 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 armriba, es probable que los cerdos del grupo control no
murieran por efecto de la cepa patégena de campo utilizada para el segundo desafio,
al establecerse un cierto equilibrio entre la respuesta inmune debida al primer
desafio y el efecto patéogeno de la cepa utilizada para el segundo desafio.

En cuanto a la produccion de anticuerpos, la respuesta especifica en contra de los
antigenos vacunales al final del experimento fue en cierta medida homogénea, sin
embargo, a partir de los datos presentados en la tabla 5 puede observarse que los
animales con mayor indice de dafio pulmonar (cerdos S, 6, 8, 13 y 14; 32%, 47%,
77%, 64% y 57%, respectivamente) pertenecientes a los grupos Ol y C 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 nticleo 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 45% de los aislamientos de campo de Ap! (Utrera y Pijoan, 1991), y
que en la fraccién COA reside la capacidad de adherencia de Apl y Ap2 a células
del mesénquima pulmonar, endotelio vascular y epitelio traqueal (Paradis y col.,
1994), probablemente por interaccion con dos proteinas de bajo peso molecular (10
y 11 Kd) presentes en la secrecion de éstas (Bélanger y col.. 1994). Ademas el
evento inicial en la colonizacion bacteriana es la adherencia de los microorganismos
a las células epiteliales y/o a la capa mucosa de las superficies epiteliales y el
bloqueo de las adhesinas presentes en el microorganismo disminuye los efectos
patdgenos en cierta medida (Beachey, 1981: Ofek y Beachey, 1980). Debio
esperarse entonces, que la presencia de anticuerpos en contra de la fraccion COA en
los sueros de los cerdos de los grupos Ol y C del experimento hubiese generado un
mayor grado de inhibicion de daiio comparado con los sueros de los animales que
no presentaron dichos anticuerpos en alta concentracion, sin embargo, esto no
sucedi6 asi. Se sabe que el LPS aislado de Apl inoculado por via intrabronquial en
cerdos, provoca lesiones tipicas de animales muertos durante estadios agudos de la
enfermedad (Fenwick y col., 1986b), induciendo alto grado de lesion endotelial con
edema y trombosis vascular (Worthen y col., 1986). En este punto, es probable que
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los anticuerpos de clase 1gG y complemento trasudados a pulmén por efecto de la
liberacién de histamina y quimioticticos a partir de mastocitos activados por IgE
proveniente de las células plasmaticas de mucosa y linfa posteriores al evento inicial
de colonizacion (Roitt, 1985), que pudieran haber reaccionado con la fraccion 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 liberaciéon de
cantidades apreciables de LPS induciendo un mayor grado de lesién.

Cabe seiialar que el suero del cerdo 4 (grupo O), también presenté una cantidad
apreciable de anticuerpos contra la fraccion COA, pero presenté un grado de lesion
bajo (13%), en este caso, la cantidad de anticuerpos en contra de las fracciones
COB y nucleo fue cualitativamente mayor que la respuesta en contra de COA, de tal
suerte que éstos pudieran haber bloqueado la actividad téxica del LPS que es
mediada principalmente por el lipido A del nucleo, al unirse a un receptor especifico
en células de origen mononuclear o via una proteina fijadora de LPS plasmatica con
el receptor CD14 de las mismas para inducir una serie de respuestas secundarias
que incluyen la liberacion de citocinas pro-inflamatorias entre las que se incluyen
IL-1, IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral que actian de manera sinérgica para
inducir inflamacion, 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
inmunizacién en contra del ntcleo del LPS de E. eoli (Fenwick y col.,, 1986a), asi
mismo se ha observado que la inmunizacién pasiva con sueros de animales
convalecientes confiere proteccion 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, 1984), encontrandose las reacciones
cruzadas entre serotipos de Ap en la fraccion COB del LPS (Radacovici y col.,
1994), lo cual podria explicar que los cerdos de este experimento que presentaron
respuesta primordialmente en contra del nicleo y la fraccion COB del LPS (grupos
O e IM) tuvieran un mayor grado de proteccion.

En este punto, surge una discordancia: si los animales inmunizados por via oral y los
inmunizados por via intramuscular tuvieron un grado aceptable de proteccion,
Porqué los inmunizados por la combinacion oral-intramuscular presentaron mayor
dafio? Se sabe que la inmunizacion con Ap completo inactivado solamente induce
proteccion serotipo-especifica (Nielsen, 1984) y que las bacterinas de Ap
preparadas con AI(OH)3 generan titulos de anticuerpos menores que las que tienen
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como base aceite mineral o lecitina (Straw y col., 1990), esto Gltimo fue cierto para
el 50% de los animales que se inmunizaron por via intramuscular en este
experimento, podria indicarse entonces que en el caso de la inmunizacién
inramuscular la respuesta de anticuerpos, en un principio, se dingié
primordialmente en contra de los antigenos con mayor exposicién en la superficie
bacteriana, es decir, proteinas de membrana externa, PC (en un animal) y la fraccién
COA del LPS, produciendo resistencia serotipo-especifica, con cierta produccion de
anticuerpos en contra del niucleo y COB que pudieron aumentar con la dosis de
refuerzo y ain mas con el primer desafio, pero que no fueron detectados a partir de
la prueba de aglutinacion lenta en tubo posiblemente porque el antigeno utilizado
para la prueba fue el cuerpo bacteriano completo y los antigenos del nicleo y COB
del LPS no estan expuestos en la superficie, asi mismo, el no encontrar titulos
aparentes en contra de la bacteria en la inmunizacion oral pudo deberse a que la
respuesta sérica se¢ dirigio en contra de dichos antigenos en titulos bajos o solo
existié respuesta a nivel mucosal.

La respuesta sérica a la proteinas integrales de membrana que se encontraban
presentes en el extracto antigénico utilizado para la preparacién de la 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 solo uno de los cerdos del grupo Ol (cerdo 8) respuesta adicional en
contra de las fracciones 76 Kd, 69 Kd, 61 Kd, 56 Kd y 50 Kd. En tanto que en el
grupo C sélo se presentd respuesta importante en contra de las fracciones de 39-44
Kd. Las proteinas integrales de membrana de 76 Kd, 50 Kd y 39 Kd generan la
produccién 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 la infeccién experimental aumentando la liberacion de LPS y otros

productos toxicos de tal suerte que esto podria explicar de alguna manera el alto
indice de daiio encontrado en el cerdo 8. En el caso de la inmunizacién combinada
oral-intramuscular, a juzgar por el comportamiento de uno de los animales la

inmunizacion oral primaria pudo generar una cierta respuesta mucosal que al
combinarse con la respuesta ante el refuerzo intramuscular promovié una mayor
respuesta en contra de los antigenos de superficie probablemente a nivel pulmonar,
desarrollandose una respuesta exhacerbada que generé un aumento en el daiio
agudo al desafio, haciendo notar que en este grupo solo un animal presenté daiio
crénico y que, al parecer, el 50% de los cerdos presentaron actividad aumentada en
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las placas de Peyer. Aunque esto iltimo debe ser tomado con reserva, ya que sélo
uno (25%) de los animales en el grupo de inmunizaciéon oral presenté dicha
actividad y aun, uno de los animales del grupo intramuscular también la presento,
por lo que es probable que esta actividad estuviera asociada a la respuesta ante el

primer desafio.

Por lo anteriontnente expuesto, es probable que la inmunizacion oral a la que fueron
sometidos los animales si tuvo un cierto efecto protectivo. Aunque en otros intentos
de inmunizacion oral con bacteria completa no se haya encontrado efecto protectivo
y solo se haya desarrollado una respuesta pobre a nivel local (Nielsen y col., 1990),
es probable que la inactividad encontrada fuera debida a que las bacterias fueron
administradas sin un vehiculo que protegiera el mosaico antigénico de la bacteria del
efecto deletéreo del jugo gaistrico a su paso por el tracto digestivo y a que el tiempo
que dichos antigenos permanecieron en este sitio fué muy corto, a diferencia del
tiempo que los antigenos administrados en esta experiencia -al menos por el
comportamiento encontrado en la determinucion ex vive- pudieron haber
permanecido, adem:is de que el Carbopol utilizado como vehiculo tiene actividad
reconocida como protector de la mucosa gastrica y esto pudo inhibir el efecto que la
digestion estomacal generara sobre los antigenos purificados, los cuales son

suceptibles de hidrolisis parcial por acidos.



6.0 CONCLUSIONES

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

2. La combi ion de ir

iones por via oral e intramuscular puede exhacerbar
el cuadro c¢linico, probablemente por aumento en la reacciéon de hipersensibilidad.

3. Se propone reformular la preparacion de la vacuna utilizando solamente las
fracciones purificadas de los polisacaridos correspondientes a las cadenas laterales

O y las proteinas de membrana externa de 39-44, 29 y 16 Kd, aumentando ademas
el nimero de inmunizaciones por via oral.
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