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RESUMEN

En la FES-Cuautitlan UNAM, se ha trabajado y patentado un desarrollo
tecnolégico denominado “Proceso para elaborar un Toxoide-inmunogeno de
Actinobacillus pleuropneumoniae para la prevencidon de la Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina”. Por los antecedentes anteriores, y el papel que juegan los
diferentes antigenos de A. pleuropneumoniae y sus productos extracelulares; con
la idea de tener un solo inmunogeno, se disefio una bacterina que cubriera los
requisitos de evitar la muerte y disminuir el grado de las lesiones neumonicas, que
fuera capaz por su contenido de proteger contra la mayoria de los serotipos
presentes en México. Para ello se elaboro esta bacterina toxoide (BactTox) con los
serotipos 1, 2, 3, 5a y por las Apx que excretan estos serotipos. En el disefo
experimental, se utilizaron 16 cerdos de cinco semanas de edad, de raza
Yorkshire, libres de anticuerpos contra Actinobacillus pleuropneumoniae,
Mycoplasma hyopneumoniae; Pasteurella mulfocida, Enfermedad de Aujeszky y
VPRRS. Se formaron cuatro grupos de 4 cerdos cada uno de ellos: Grupo A:
Control (-) no vacunado y no desafiado; Grupo B: Control (+) no vacunado y
desafiado; Grupo C: ToxCom vacunado dos veces a intervalo de 15 dias y
desafiado; Grupo D: BactTox vacunado dos veces a intervalo de 15 dias y
desafiado. En los animales del grupo D, la bacterina BactTox produjo dos picos de

hipertermia en los cerdos cuando fueron inmunizados. Posterior al desafidé los



cerdos vacunados presentaron fiebre pero no murieron dentro de las 96 horas. Los
signos clinicos respiratorios en los cerdos del grupo B no vacunados fueron
graves. Los cerdos vacunados de los grupos C y D no murieron y fueron
sacrificados después de las 96 horas. En el grupo A, todos los animales del grupo
presentaron pulmones sin cambios patoldgicos aparentes (SCPA) tanto en su vista
dorsal como en la ventral. En los grupos B, C y D, los animales presentaron
lesiones neumonicas bilaterales principalmente en los Iébulos caudales. Las
aéreas neumonicas fueron oscuras, sélidas y friables al corte, acompanadas de
adherencias pleurales. También se encontraron ndédulos parecidos a abscesos
delimitados por una capsula delgada de tejido conectivo. El grado de lesiones
neumoénicas encontradas en los Ibbulos pulmonares con las planimetrias
realizadas, revelaron los siguientes porcentajes: BactTox 11.0 +/- 2.62; ToxCom
26 +/- 12.5; Control positivo 33 +/- 4.6 y control negativo 0. La bacterina BactTox
redujo las lesiones neumonicas hasta en un 66%, mientras que la bacterina

ToxCom redujo las lesiones neumonicas solo en el 21%.



INTRODUCCION.

La pleuroneumonia es una de las enfermedades bacterianas mas
importantes del tracto respiratorio de los cerdos, causada por los diferentes
serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae y se presenta en muchos paises
con explotaciones porcinas. En Estados Unidos y Canada, la enfermedad clinica
es relativamente facil de controlar, pero en América Latina y ciudades europeas,
aun es un gran problema (Gottschalk et al., 2003). Su importancia deriva en el hecho
que puede causar neumonia que resulta en la muerte del animal, la enfermedad
clinica puede conllevar a la enfermedad crénica o subclinica en un conjunto de
cerdos causando pérdidas por muerte, reduccion en la produccion y el incremento
en los costos de medicacion o vacunacion. Para los clinicos la pleuroneumonia es
un problema ya que los animales pueden ser tratados con antimicrobianos
efectivos contra el microorganismo, pero no pueden responder por la severidad y

por su naturaleza de las lesiones iniciales.

Muchos hatos pueden estar infectados subclinicamente sin presentar
episodios evidentes del padecimiento y con ausencia de lesiones sugestivas en el
rastro. Esto sucede frecuentemente en hatos convencionales que pueden ser
infectados simultaneamente no solo con varios serotipos de baja patogenicidad

sino también con serotipos de alta patogenicidad.



En estos casos, los brotes pueden aparecer subitamente en la presencia de
enfermedades concomitantes o como consecuencia de cambios en el manejo. La
identificacion temprana de los hatos infectados subclinicamente es importante
para el control porque los animales portadores son la principal fuente de

transmision entre el hato.

Actinobacillus  pleuropneumoniae es el agente etiologico de la
pleuroneumonia en cerdos. La primera observacion de esta enfermedad fue hecha
por Pattison et al., (1957), Matthews y Pattison (1961), y Olander (1963). Shope (1964)
mas tarde describié un brote agudo muy similar a la infeccién en una granja de

Argentina.

La designacion Haemophilus parahaemolyticus se dio a las cepas de
California (Olander 1963) y en los aislamientos suizos (Nicolet 1968) es considerado
como un sinénimo. ElI nombre Haemophilus pleuropneumoniae fue dado al
organismo por Shope et al., (1964) y White et al., (1964). El nombre fue confirmado
por Kilian et al., (1978), y H. parahaemolyticus después fue transferido al género
Actinobacillus y designado como Actinobacillus pleuropneumoniae después de
realizar estudios de homologacion acido desoxirribonucleico (ADN) ya que se
demostré la relacion cercana de H. pleuropneumoniae con Actinobacillus lignieresii

(Pohl et al., 1983).



Los organismos parecidos a la Pasteurella haemolytica descritos por
Bertschinger y Seifert (1978) fueron los agentes causales de la pleuroneumonia
necrosante siendo considerados como biotipos independientes de la nicotinamida
adenin dinucleodtido (NAD) del A. pleuropneumoniae (Pohl et al. 1983) y que después

se reconocio como A. pleuropneumoniae biotipo |l.

ETIOLOGIA

El agente etiologico es Actinobacillus pleuropneumoniae (anteriormente
conocido como Haemophilus parahaemolyticus, y después como Haemophilus
pleuropneumoniae,) es pequefo, no movil, Gram negativo, pleomorfico, bacilo
encapsulado con la tipica morfologia cocobacilar, anaerobios facultativos. No

crece en agar MacConkey. La temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C. (Kilian et

al., 1978a).

CARACTERISTICAS GENERALES Y MORFOLOGICAS

Desde el punto de vista morfoldgico, es una bacteria que se presenta en el
microscopio Optico como pequenos cocobacilos pleomorficos (0.5-1 x 1-2 pm),
Gram negativos, son fermentativos, hemoliticos, anaerdbios facultativos e

inmoviles (Kilian et al., 1978a), aunque estudios de Negrete et. al., (2003) demuestran



que produce un flagelo compuesto de una proteina de 65 kDa, que le proporciona
motilidad. Posee una membrana externa en donde se incluye el lipopolisacarido 6
LPS y distintos tipos de proteinas de gran interés (proteinas de membrana
externa). La capsula, que se relaciona con la patogénesis, esta compuesta por
oligosacaridos repetitivos. En aislamientos recientes se ha descrito la presencia de

fimbrias. Requiere del factor V (NAD) para crecer (Frey, 1989; Frey, 2003).

Es muy labil en el medio ambiente, en el laboratorio no sobrevive mas de 8
a 10 dias en caldo a temperatura ambiente (independientemente de la
suplementacién o no con NAD) y a la temperatura de 4°C, la supervivencia solo
llega a los 18 dias. Resulta adecuada para su conservacion prolongada la
utilizacidn de temperaturas de -80°C en un medio que incluye leche descremada y
glicerina, al igual que la liofilizacién. Es destruido por la mayoria de los

desinfectantes, especialmente los derivados de cloro (Frey, 2003).

TAXONOMIA'Y CLASIFICACION

La clasificacion taxondmica de Actinobacillus pleuropneumoniae presenta:

Familia: Pasteurellaceae, al igual que los géneros Pasteurellay Haemophilus.
Género: Actinobacillus.

Especie: pleuropneumoniae.



Basados en el requerimiento del factor V, las cepas de A
pleuropneumoniae pueden ser dividas en: Biotipo |: son NAD - dependiente (Moller
et al., 1990) y Biotipo II: son NAD - independiente (Pohl et al., 1983). A la fecha se
han descrito 15 serotipos del biotipo |. En donde solo el serotipo 5 fue dividido en

dos subtipos 5a y 5b.

La serotipificacion esta basada principalmente en los polisacaridos
capsulares y los lipopolisacaridos de la pared celular. Todos los serotipos de A.
pleuropneumoniae pueden ser severos e incluso ocasionar la muerte en cerdos,
hay indicaciones que la virulencia es variable. La virulencia parece estar mas o
menos relacionada al biotipo o serotipo y de acuerdo a esto se agrupan en:
Virulentos y menos virulentos. Donde, experimentos y observaciones confiables
de la infeccidn proveen evidencias que el biotipo Il es menos virulento que los del
biotipo |. También indican que dentro del biotipo I, el serotipo 1, 5a, 5b, 9y 10 son
mas virulentos que el resto de los serotipos de este biotipo. (Inzana, et al., 1988; Perry

et al., 1990; Gottschalk 1998; Blackall et al., 2002).



CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO Y CULTIVO

Crece bien a 37 °C, preferiblemente en presencia de 5% CO», al menos en
los cultivos iniciales. Crecen habitualmente en agar chocolate, medios
suplementados con NAD: como agar PPLO (Pleuropneumonia-like organisms),
Todd - Hewit, caldo o agar BHI, Soya - tripticaseina; ademas, agar sangre al 5%
con una estria de la cepa nodriza de Staphylococcus aureus, que produce el factor
V' y permiten observar el fendmeno de satelitismo. (Shope, 1964; Nicolet, 1968; Killian et.
al., 1978). Las estrias de estafilococos normalmente son requeridas para los

aislamientos primarios en este medio.

El biotipo | forma colonias de 0.5 — 1.0 mm lisas y brillantes o mates, de
aspecto céreo, de color gris blanquecino y olor caracteristico después de 24 horas
de incubacion en agar sangre; son beta-hemoliticas, particularmente cuando es
utilizada la sangre de ovinos. El biotipo | es dependiente del NAD (ya que tienen
una cadena respiratoria incompleta y carecen de NAD), y produce un incremento
de hemolisis en la zona de lisis parcial de la toxina beta de S. aureus
produciéndose el Fendbmeno de CAMP (Nicolet 1970; Kilian 1978b), el fendbmeno de
CAMP esta demostrado que esta relacionado con la presencia de las toxinas Apxl,

ApxIl'y ApxIIl (Frey et al., 1993; Frey et al., 1995; Jansen et al., 1995).



CARACTERISTICAS METABOLICAS

Actinobacillus pleuropneumoniae posee las enzimas que le permiten tener
un metabolismo relativamente activo comparandola con otras bacterias. Todos los
serotipos son hemoliticos y producen CAMP positivo (Nicolet 1970; Kilian 1976).

Todos los serotipos son ureasa positivos (ver tabla 1).

Tabla 1. Principales caracteristicas metabdlicas encontradas en los diversos

serotipos de la biotipo | de Actinobacillus pleuropneumoniae.

Reaccidn bioquimica Resultado Reaccién Resultado
bioquimica
Requerimiento de factor + Produccion de gas a
V partir de:
Produccion de porfirina + Glucosa -

a partir del acido d-

aminolevulinico

Indol + Fructosa +
Ureasa + Sacarosa +

Ornitin descarboxilasa - Lactosa Variable
Arginin dihidrolasa - Xilosa +
Hemoalisis + Ribosa +
Hemaglutinacion - Manosa +
Reaccion CAMP + Manitol +
b-galactosidasa + Sorbitol -

(ONPG)




a-fucosidasa - Arabinosa -
Catalasa Variable Ramnosa -
Fosfatasa alcalina + Galactosa +
a-galactosidasa + Maltosa +
a-glucosidasa - Melibiosa -
b-glucosidasa - Trehalosa -
a-manosidasa - Melicitosa -
b-xilosidasa - Rafinosa Variable
Lisina descarboxilasa - Inulina -
Oxidasa Variable Dulcitol -
Ubiquinona + Glicerol -
Naftoquinona + meso-eritritol -
SH2 + Inositol -
b-glucuronidasa - Xilitol -
Reduccién de nitratos + Esculina -
Reduccion de nitritos + Salicina -
Produccién de acido a +

partir de glucosa

FACTORES DE VIRULENCIA.

Adhesinas. El papel de las adhesinas, como en otros microorganismos, les
permite la expresion bacteriana de adhesién a las lineas celulares en un nicho
particular, asi como en la superficie de la llamada célula blanco propiciando el

inicio de la enfermedad (en muchos casos, el nicho y la célula blanco pueden ser



lo mismo). Su expresidn depende de varias sefales del ambiente. Muchos o
probablemente todos, los miembros de la familia Pasfeurellaceae las expresan (y

posiblemente mas de un tipo) (Haesebrouck, 1997; Dubreuil, et al., 2000).

No se conoce mucho sobre ellas en otro actinobacilo asociado con
enfermedades de importancia en veterinaria, excepto en A. pleuropneumoniae,
donde se adhiere a dos diferentes tipos de células: las de cavidad nasal y las
tonsilas (este es el caso tipico de los animales portadores), y las células de las
bronquios terminales y alveolos (antecedente de la enfermedad). Produce dos
estructuras que funcionan como adhesinas. La primera es una adhesina en
sentido clasico, una estructura compuesta de subunidades proteicas cuya funcién
principal es unirse a la superficie de las células huésped; son fimbrias tipo 4, y son
desconocidas por el tipo de célula y se adhieren. El otro tipo, es la pared celular
que es un lipopolisacarido, no es usual considerarlo una adhesina. Sin embargo,
es responsable de la adherencia del microorganismo a las células del tracto

respiratorio bajo de las cerdos. (Perry et al., 1990; Dubreuil, et. al. 2000).

Capsula. La capsula tiene como factor principal de patogénesis y quizas el mas
importante de todos en la interferencia de la fagocitosis (anti-fagocitica) y la
proteccion de la membrana externa del ataque generado por la activacion del
sistema del complemento. La cantidad de capsula producida es proporcional a la

cantidad de hierro disponible. Es dificil conciliar la expresion de la capsula y



lipopolisacarido como una adhesina en la adherencia del microorganismo. (Inzana,

et. al.1988).

Membrana Externa. EIl lipopolisacarido provoca una respuesta inflamatoria
encontrandose una asociacidén con proteinas unidas al él (proteinas séricas), que
a su vez lo transfiere a la etapa sanguinea del CD14. El complejo LPS-CD14 se
une a las proteinas de los receptores Toll en la superficie de los macréfagos que

acciona el lanzamiento de las citocinas pro-inflamatorias. (Inzana, et. al., 1988; Perry et

al., 1990; Rioux, et al., 1998; Rioux, et al., 1999).

Adquisicibn de hierro. El hierro es un requerimiento importante para su
crecimiento, adquiere este elemento si esta dentro del huésped. Se unen al
complejo hierro-transferrina en virtud de la regulacion del hierro de las proteinas
de membrana externa, expresadas bajo condiciones pobres en hierro (llamadas
proteinas unidas a la transferrina o Tbps). El hierro es adquirido por los complejos
hierro-transferrina que estan unidos a la superficie del microorganismo. Ademas,
de adquirir el hierro por la via del Tbps, también utiliza sideréforo (ionéforo de
hierro; ambos hidroxamatos y catecoles) producidos por otras especies de

bacterias aun cuando no los produce por si mismo (Jacobsen, 2005).



OTROS PRODUCTOS.

Proteasas. Otros productos producidos (especialmente los miembros de la Familia
Pasteurellaceae) que pueden desempenar un papel en la patogénesis de la
enfermedad se incluyen las proteasas contra IgA e IgG (previenen la adherencia y
la opsonizacién, respectivamente), y dismutasa superdxido periplasmico (como
una estrategia de prevencion de la digestion sin la formacién del fagolisosoma por

la inactivacion de las moléculas de superdxido) (Negrete et al 1994).

Ureasa. Se ha demostrado que es importante en la enfermedad (es desconocido
si esta enzima juega algun papel en la produccion de la enfermedad por otras
especies de actinobacilos que son ureasa positivos). Es responsable de la
liberacion de amoniaco por la urea (la asociacion constante de la ureasa de A.
pleuropneumoniae es extremadamente alta permitiendo la asociacion efectiva con
concentraciones muy bajas de urea encontrada en sangre y fluidos). Ademas, de
la atraccion y la activacion de neutréfilos y macréfagos, el amoniaco inhibe la
fusidon del fagolisosoma e incrementa el pH sin fagolisosoma, de tal modo que
reducen la eficiencia de varios acidos hidrolizables. Estos efectos resultan no solo
en la disminucion en la habilidad del huésped de deshacerse del microorganismo
de los pulmones, sino también de asegurar la colonizacion eficaz del tracto

respiratorio alto, de tal modo que promueven el estado de portador (mutantes



incapaces de producir ureasa son eliminados rapidamente del tracto respiratorio)

(Bossé y Maclnnes, 2003).

Toxinas de tipo RTX. El tipo de toxina RTX (el término de repeat in toxin, es
debido a la caracteristica comun de repeticiones en secuencias de un péptido rico
en glicina) es producida por A. pleuropneumoniae, A. suis'y A. rossii (Frey et al.,
1993; Ling, et al, 2006). La toxina es denominada Apx (toxina de A.
pleuropneumoniae) Actinobacillus equuli spp., haemolytica produce una toxina
muy similar Apx (toxina de A. equul). Muchos piensan que A. lignieresii contiene
genes codificadores de Apx, que no los expresa (carece del promotor de
funcionamiento). Son miembros de una familia proteica que son sintetizadas por
un grupo diverso de patdégenos Gram-negativos. Los miembros de de la familia de
las toxinas RTX, incluyendo las toxinas citoliticas, metaloproteasas y lipasas,

todas tienen en comun la organizacion de genes y una estructura caracteristica

(Schaller et al., 2000).

Asi como otros tipos de toxinas RTX, hay un efecto de la dosis. A baja
concentracion estas toxinas interfieren con la funcion de macrofagos y neutrdéfilos
por el principio de la degranulacidn y a altas concentraciones son citoliticas por los
macrofagos, neutrdéfilos y células del epitelio alveolar. Ademas, las toxinas RTX
lisan eritrocitos (Bauer y Welch 1996) y son responsables de la reaccion de CAMP

cuando se coloca una estria cruzada de la cepa de S. aureus productora de la



beta toxina. El efecto en los eritrocitos probablemente participa poco en la
produccion de la enfermedad. Son 4 tipos de la toxina Apx (Apxl, ApxIl, Apxlll,
ApxIV) cada una con diferente grado de citotoxicidad (Apxl es la mas potente de
las cuatro, seguida por Apxlll y después Apxll, la potencia de la ApxIV es
desconocida). Los actinobacilos pueden contener, los genes que codifiquen
cualquier combinacioén de las cuatro toxinas. En el caso de A. pleuropneumoniae,
serotipos 1, 5, 9, 10 y 11 producen Apxl, todos los serotipos (excepto serotipo 10)
producen Apxll, los serotipos 2, 3, 4, 6 y 8 producen Apxlll y todos los serotipos

producen ApxIV (Frey et al., 1993; Schaller, et al., 2000; Ling, et. al. 2006).

Tabla 2. Produccion de toxinas (Apx) por los distintos serotipos

Operon Actividad MW Serotipo

Activador Estructural Exportador Hemolitica Citolitica
ApxI| apxiC apxiA apxiBD1 Fuerte Fuerte 105- 1, 59
(+++) (+++) 110 5b, 9,
10, 11
Apxll apxiiC apxilA Ninguno' Débil (+) Moderado 103- Todos
(++) 105 menos
10
Apxlll apxiliC apxillA apxiliBD Ninguno Fuerte 120 2, 3, 4,
(-) (+++) 6,8
ApxlV2 ORF13 apxiVA Ninguno? Débil (+) ND4 2005 Todos

Fuente: Frey et al. (1993) y Schaller et al. (2000).



1 Los genes apxIBD fueron encontrados en todos los serotipos excepto 3. Secrecion de Apxll

ocurre via ApxIBD. No se sabe nada todavia con respecto a la secrecion de ApxIV.|
2 Diferente de otras toxinas Apx, ApxIV sélo se produce /in vivo.

3 ORF1 parece ser requerido para la actividad ApxIV, aunque no comparte ninguna homologia con
ApxIC, ApxIIC o ApxlIIC.

4 No determinado.

5 La masa molecular de Apxl|V se predice de la secuencia de la proteina.

MECANISMOS DE DEFENSA DEL HUESPED.

Los efectos de la infeccion por si mismo en la actividad mucociliar de A.
pleuropneumoniae no se han investigado todavia, pero es posible que las toxinas

RTX puedan tener un efecto en la actividad ciliar (Narita et al., 1995).

Los factores principales implicados en la debilitacion de la funcién fagocitica
de macroéfagos y polimorfonucleares son las tres toxinas RTX (Apxl, Apxll y Apxlll)
producidas en varias combinaciones por los diferentes serotipos de A.
pleuropneumoniae. En las dosis altas, estas toxinas deterioran la quimiotaxis del
macrofago y su funcion fagocitica, mientras que el mecanismo oxidativo de
macrofagos y polimorfonucleares es estimulado. A altas concentraciones de Apxl y
Apxlll son altamente toxicas y de Apxll es moderadamente tdxica para macrofagos
alveolares y polimorfonuleares. Sin embargo, el dafio provocado a los macrofagos

alveolares por mutantes deficientes de Apxll y Apxlll de A. pleuropneumoniae



serotipo 2 indican que otros factores que estan asociados a las células pueden
estar involucrados. La posible contribucién que recientemente se describid en la
toxina ApxlV es el dafno a macréfagos y polimorfonucleares, pero todavia tiene

que ser estudiado (Maclnnes y Bossé 2004).

DANO A LOS TEJIDOS E INTERACCION ENTRE LAS TOXINAS RXT Y LAS

CELULAS BLANCO

La mayor parte de los cambios patolégicos de la pleuroneumonia porcina
pueden ser atribuidos a las toxinas Apx, que tienen un efecto citotdxico directo en
varios tipos celulares asi como a la liberacion indirecta de estimulantes de
mediadores inflamatorios (Frey, 1995; Maier, et al., 1996: Bosse et al., 2002: Maclnnes y

Bossé 2004).

Activacion de macrofagos alveolares e intravasculares principalmente a
través de las toxinas Apx y LPS, conduce al lanzamiento de metabolitos toxicos
del oxigeno (incluyendo anién superdxido, perdxido de hidrogeno y radical
hidroxilo) asi como enzimas proteoliticas y varias citocinas. La infeccién en cerdos
conduce a una rapida produccion local de citocinas pro-inflamatorias IL1 y IL-6. Si
alli también hay un incremento significativo en TNF-a en el tejido pulmonar

infectado no es claro (Sibille y Reynolds, 1990: Maclnnes y Bossé 2004).



El dano a las células endoteliales por las toxinas Apx, asi como la
activacion directa del factor Xl por el LPS, inician la coagulacion, fibrindlisis y los
sistemas quinina. La activacién de la cascada de la coagulacion resulta en la
activacion de plaquetas y la formacion de microtrombos, provocando isquemia y la
necrosis subsecuente, caracterizando a la pleuroneumonia porcina aguda. Es
mas, los cerdos infectados con un mutante del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae
que carecen de Apxl y Apxll pero con el LPS normal no desarrollaron la
enfermedad clinica o lesiones significantes en los pulmones. Estas indicaciones de
la contribucion del LPS al desarrollo de la lesion puede ser minima en ausencia de

las toxinas Apx (Udeze et al., 1987; Bertram, 1988; Maclnnes y Bossé 2004).

El papel critico de las toxinas Apx en el desarrollo de la enfermedad clinica
y el dano a los tejidos puede ser confirmado usando toxinas recombinantes (rApxl,
rApxll, rApxlll y rApxIV). La inoculaciéon endobronquial en cerdos con cualquiera
de las dos rApxl o rApxlll resulta en una enfermedad clinica severa y lesiones
indistinguibles de ésas vistas en animales infectados agudamente. En contraste la
inoculacion con rApxll, solo o conjuntamente con el liquido filtrado de un cultivo
agotado de toxinas Apx, resultdé en poco o ningun signo clinico de la enfermedad

solo una leve lesion en los pulmones (Frey, 1995; Maclnnes y Bossé 2004).

Asi, la ApxIl aparece para contribuir solo minimamente en la formacién de

la lesidn, a pesar del hecho que el serotipo 7, el cual produce solo Apxll, es capaz



de causar una enfermedad severa con las tipicas lesiones pulmonares. Ademas,
los mutantes del serotipo 1 y 5, estan desprovistos de Apxl pero aun produce
Apxll, asi causan la tipica enfermedad clinica severa y lesiones pulmonares. Estos
resultados indican que puede ser otras toxinas asociadas a células o factores de
virulencia que contribuyen a la severidad de las lesiones pulmonares causadas por

estas cepas (Reimer, et al., 1995; Maclnnes y Bossé 2004).

Recientemente, la cuarta toxina RTX (ApxlV) se ha reportado que la
producen todos los serotipos de A. pleuropneumoniae esta toxina es
antigénicamente distinta a las otras toxinas Apx y solo se produce in vivo.
Escherichia coli expresa una Apx clonada asociada contra la corriente del ORF se

encontro que es deébil en actividades hemoliticas y cohemoliticas (CAMP) (Schaller

et al., 2000).

EPIDEMIOLOGIA

Existen en la actualidad 15 serotipos o “variedades” de la misma bacteria.
Sin embargo, no tienen todos los serotipos el mismo poder patégeno. En América,
los serotipos mas comunmente aislados de casos clinicos son el 1, 5y 7. Mas

especificamente en Canada, los serotipos 5 y 7 han aumentado su frecuencia en



los ultimos afnos de modo considerable, mientras que se observan muchos menos

casos debidos al serotipo 1 (Gottschalk et al., 2003; Gottschalk y Taylor 2006).

Tabla 3: Distribucidn de los distintos serotipos aislados en Canada (casos clinicos)

en los ultimos anos

Cantidad de Porcentaje correspondiente a cada serotipo

aislamientos

1 5 7 3-6-8 Otros
473 60 26 8 4 2
463 50 33 10 4 3
317 40 38 17 2 3
260 30 44 12 2 1
255 37 45 15 1 1
303 28 52 14 3 3
215 22 51 24 2 1
190 20 44 32 2
220 27 37 29 5
242 25 35 35 4
340 20 40 30 8
380 21 37 31 8

320 18 35 30 12
280 15 38 28 14
286 16 35 29 15
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Todos los serotipos, con la excepcion de los serotipos 9, 11 y 14 fueron
aislados en América. Los serotipos 2, 3, 6, 8 10 y 12 son detectados
ocasionalmente de casos clinicos. Una cepa extremadamente infectiva de App
serotipo 6/8 ha sido diagnosticada en los ultimos afios en USA y Canada. Dicha
cepa produce ciertos signos clinicos y lesiones, con una seroconversion
extremadamente elevada (alta produccion de anticuerpos). El serotipo 15, que
habia sido descrito solo en Australia, es detectado en Canada y USA de modo
casi rutinario. La presencia de reacciones cruzadas fuertes entre los serotipos 3, 6,
8 y 15 impedian su correcta identificacion. Una cepa parecida se encontré en
Brasil ultimamente. La distribucion de serotipos cambia segun el pais y en el

continente en el que dicho pais se encuentra (Gottschalk et al. 2003; Gottschalk y Taylor

20086).

Tabla 4: Distribucion geografica de los distintos serotipos de Actinobacillus

pleuropneumoniae en distintos paises

Serotipos prevalentes Serotipo(s) dominante(s)

Argentina 1,2,3,5,7,12
Australia 1,2,3,7,12 1
Bélgica 2,3,6,7,8,9, 11 3
Brasil 1,3,5,7 1,5, 3




Canada 1,2,3,5,6,7,8,10, 12,13 1,5, 7
Chile 1,5 1,5
Croacia 2,7,8,9 2,9
Checoslovaquia 1,2, 7 2
Dinamarca 1,2,3,5,6,7,8,10, 11,12 2
Francia 2,3,7,8,9 9
Alemania 2,3,4,5,6,7,9,10 9,27
Hungria 1,2,3,5,6,7,9, 10, 11,12 3,2, 7
Italia 1,2,3,4,57 5
Irlanda 3 3
Japon 1,2,3,5,6,7,8,9,12 1,2
Corea 2,3,57 5,2
México 1,2,3,5,6,7,8 1,5
Paises Bajos 1,2,3,5,7,8,9, 11 2,9 11
Noruega 2 2
Polonia 1,2,59 1,9
Espafa 1,2,3,4,56,7,8,9,10,12 4,7,2
Suecia 2,3,4 2
Suiza 2,3,7,9 2
Taiwan 1,2,3,5 1,5
Gran Bretana 1,2,3,5,6,7,8,10 2,3,8
USA 1,3,5,7,8,12 1,5,7
Venezuela 1,7,2,3,6 1

Datos de pocos paises de América Latina han sido publicados, entre ellos,
los de Argentina, Chile, Brasil y México. En general, en esos paises, los serotipos

1 y 5 son los mas comunmente aislados de casos clinicos. En Europa, los



serotipos 2 y 9 son los mas virulentos. En América del Norte, las granjas de alto
nivel sanitario pueden en ciertas ocasiones ser libres de todos los serotipos de
App, mientras que la mayoria de las granjas convencionales estan infectadas con

algunos o varios de los serotipos de baja patogenicidad. (Gottschalk et al. 2003;

Gottschalk y Taylor 2006).

METODOS DE DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
BACTERIANAS Y LA IMPORTANCIA DE LA IDENTIFICACION DE LOS

SEROTIPOS DE Actinobacillus pleuropneumoniae EN MEXICO.

El diagnéstico definitivo de las enfermedades respiratorias del cerdo, en las
que se incluyen; Pleuroneumonia Contagiosa Porcina, PCP; Neumonia Enzodtica,
NE; Pasteurelosis Pulmonar, PP y Enfermedad de Glasser, EG, deben ser
oportunos y rapidos y es esencial para identificar a Mycoplasma hyopneumoniae'y
a los diferentes serotipos y tipos prevalentes de Actinobacillus pleuropneumoniae;
Pasteurella multocida'y Haemophilus parasuis prevalentes en las zahurdas y en
las granjas, asi como en las diferentes zonas porcicolas del pais, ya que permite
utilizar y/6 elaborar los biologicos/reactivos adecuados para el diagnéstico, asi
como los bioldgicos para la inmunizacion de los animales susceptibles (Fenwick y
Henry 1994: Sebunya y Saunders, 1983; Gottschalk,1998). En México, asi como en los
paises latinoamericanos, el diagnostico de las enfermedades respiratorias

bacterinas lo llevan a cabo de la siguiente manera:



a) Observacion de los signos clinicos en el cerdo y en los de la zahurda, este
método no es confiable, ademas no identifica al serotipo involucrado en la
signologia ya que solo los signos clinicos que se presentan en cursos agudos de
las afecciones respiratorias, permiten identificar a la pleuroneumonia, y solo se
reflejan en los parametros de la Ganancia Diaria de Peso (GDP) y Conversion

Alimenticia (CA).

b) Observacion de las lesiones a la necropsia de los animales muertos de los
casos agudos o durante la inspeccion de las canales, en los centros de abasto de
los casos cronicos. Para el estudio patolégico se requiere de los servicios de un
Médico Veterinario especialista en Patologia, y aunque algunas lesiones son
propias de la PCP, sin embargo no podemos identificar a los serotipos prevalentes

en las zahurdas de una misma granja.

c) Aislamiento, identificacion y tipificacion de los microorganismos presentes en los
pulmones de los cerdos con problemas agudos o bien crénicos. Este proceso
tarda de 48 a 72 horas en el mejor de los casos, como seria con A.
pleuropneumoniae, para realizar estas técnicas es necesario contar con un
laboratorio bien establecido, en donde ademas de contar con los reactivos, medios
de cultivo y antisueros conocidos, se requiere del personal calificado, y en México
existen pocos laboratorios que brindan este servicio (Fenwick y Henry 1994: Sebunya y

Saunders, 1983; Gottschalk, 1998).



d) El diagnéstico seroldgico se lleva a cabo en los cerdos vivos de las granjas o en
los cerdos en los centros de abasto. EI método seroldgico es uno de los mas
adecuados, ya que se puede realizar en los animales vivos con y sin signos
clinicos, no requiere del sacrificio de los cerdos, es mas rapido y nos permite
hacer perfiles de la enfermedad, identificando el punto de infeccidon en la granja,
ademas permite identificar los serotipos prevalentes. Para el diagnostico
serologico de la PCP (Fenwick y Henry 1994: Sebunya y Saunders, 1983; Gottschalk,1998).
Se encuentran algunas pruebas tales como; aglutinacion, aglutinacién con
particulas de latex, aglutinacion lenta en tubo; aglutinacion lenta en tubo con 2-
mercaptoetanol, hemoaglutinacion indirecta, fijacion de complemento y ELISA
entre otras. Pocas de estas pruebas se realizan en México, y las que se utilizan
son mas para estudios de investigacion que para diagndstico, debido
principalmente a la falta de infraestructura, equipo, y personal capacitado, que solo
los laboratorios de las Universidades e Institutos cuentan (Ciprian et al., 1990; Ciprian,
1999). En el caso de PCP se ha determinado en sus etapas iniciales que el serotipo

predominante de A. pleuropneumoniae es el serotipo 1 (Ciprian et al., 1988).

La problematica acerca de la PCP expuesta anteriormente motivo a los
autores (Ciprian et al., 1988; Ciprian et al., 1990; Colmenares et al., 1992; Mendoza et al., 1992 y
Torres et al., 1992) de este trabajo al desarrollo de un paquete tecnoldgico disefiado

para elaborar a nivel industrial KITS de diagnéstico serologico de la PCP,



empleando tecnologia sencilla y de bajo costo; paquete tecnolégico denominado
PLEUROTEST™ App; -Pm; -Mh; -Hps (mr: marca registrada por la UNAM), que
permitira conocer la situacion de la granja con respecto a la enfermedad, permitira
conocer mediante los perfiles serologicos los puntos de infeccidn o las ventanas

inmunoldgicas y asi poder establecer las medidas de control necesarias

(Haesebruck, et. al.,1997; Ciprian et al., 1999).

CONTROL DE LA ENFERMEDAD MEDIANTE LA VACUNACION

BACTERINAS A NIVEL MUNDIAL

En los ultimos afnos se ha venido insistiendo repetidamente en la
vacunacion, en la creencia de que una buena vacuna sera decisiva en el control.
Desde los productos biolégicos mas antiguos hasta los productos mas recientes,
se han experimentado diversidad de combinaciones, en las que algunos factores
de virulencia, especialmente las Apx, han centrado el interés. Pese a todo, aun se
carece de un producto que proteja frente a la enfermedad aguda y prevenga la

condicion de portador cronico y eliminador de A. pleuropneumoniae. (Rodriguez et

al., 2002).

Bacterinas de cuerpo completo.



Muchas bacterinas incluyen el microorganismo completo, del serotipo
predominante en la explotacion o en la region, inactivado por formol al 0.2%. La
concentracion oscila en torno a 10°-1010 UFC/ml., se afade un adyuvante que
refuerza la respuesta inmune. Por lo general y dependiendo del laboratorio
productor de biolégicos, se elabora un calendario de vacunacion, que por lo
general se administra una dosis a las 9 semanas o coincidiendo con la entrada de

los animales en la explotacién y, al menos una repeticion a las 2-3 semanas

(Christensen, 1982; Rosendal, et al. 1981).

En este tipo de productos la protecciéon solo es homodloga, por lo que se
suele incorporar mas de un serotipo, por ejemplo, mezclas de los serotipos 1y 5; 2
y5;,1y7;2,7y9; 4y 2. Las bacterinas reducen la gravedad y la mortalidad, pero
no resuelven el problema de la prevencion ni la persistencia de lesiones o la

presencia de portadores.

Bacterinas de extractos celulares.

Los extractos de cultivos son una alternativa a las bacterinas (Espuna, et al,
1986; Kume y Nakai, 1988). Se han utilizado extractos crudos de cultivos jovenes,
concentrados 0 no, en ocasiones precipitados con polietilenglicol o cetavlén (para
la capsula), conjugados con Apx, LPS y carbohidratos y, por lo general, con

adyuvantes, aunque en general solo han reducido la mortalidad o las lesiones,



pero no resolvieron el problema de los portadores (Fedorka-Cray, et al. 1990; Hesse, et

al. 1984).

Bacterinas atenuadas

Se han obtenido distintos mutantes atenuados con los que se ha inducido
inmunidad protectora, como la cepa CM5 del serotipo 1 (Rosendal y Maclnnes, 1990),
o la cepa BES (Utrera, et al., 1990), pero solo se han conseguido descensos en la
mortalidad y lesiones. También se han obtenido mutantes acapsulados, atenuados
por mutagénesis quimica, de los serotipos 1 y 5 (Inzana, et al., 1993), que han sido
estudiadas en condiciones experimentales y, segun su autor, una dosis de 2 x109
UFC indujo una fuerte respuesta capaz de resistir el desafio intratraqueal, tanto
del serotipo homodlogo como heterdlogos, sin sintomas ni lesiones. Otros autores
han trabajado con mutantes auxotréficos (biosintesis de riboflavina) sugiriendo,

también, su valor como cepas vacunales (Fuller y Mulks 1995).

Bacterinas de subunidades

Muchos antigenos de superficie inducen respuesta sérica, por lo que han
sido investigados desde el punto de vista antigénico-inmunogénico y vacunal
(Rodriguez et al., 2002). Es el caso del LPS, que se ha utilizado detoxificado y en
adyuvante con resultados protectores, aunque inferiores a los conseguidos con

una bacterina (Rioux, et al., 1998). Algunas OMP del serotipo 5 en adyuvantes



también fueron investigadas (Rapp y Ross, 1986) obteniendo un descenso
significativo en el numero de casos de neumonia, después de la infeccidon

intranasal con la cepa homologa (Rapp y Ross, 1986; Rapp y Ross, 1988).

La capsula, igualmente, ha sido estudiada desde el punto de vista vacunal.
Lenser et al. (1988) estudiaron polisacaridos y proteinas de la capsula, a partir de
sobrenadantes de cultivo de los serotipos 5 y 7, precipitados con cetavion vy
mezclados con un adyuvante oleoso. Todos los ratones inmunizados
intraperitonealmente sobrevivieron a la infeccion con el serotipo homologo, pero

no con el heterdlogo.

Toxoides

Las toxinas Apx se consideran inmunégenos muy importantes frente a los
que se forman anticuerpos neutralizantes en el suero de cerdos convalecientes

(Bendixen et al., 1981; Frey et al., 1989) 0 inmunizados artificialmente (Bossé et al., 1992).

Se ha descrito el uso vacunal experimental (en el ratén) de Apx-I|
recombinante en E. coliy de la Apx-Il purificada del serotipo 7, en adyuvante de
hidroxido de aluminio, obteniéndose resultados protectores frente a algunos

serotipos, pero no frente a otros (Rodriguez et al., 2002).



En la actualidad se comercializa una vacuna de subunidades con tres
toxoides de Apx-l, Apx-Il y Apx-lll y una OMP (Martelli et al., 1996) con adyuvante
oleoso. Se han descrito buenos resultados cuando se comparan con los controles,

pero el problema aun sigue sin resolverse de modo definitivo (Rodriguez et al., 2002).

Bacterinas conjugadas.

Se ha estudiado (Fenwick y Osburn, 1986) una vacuna de oligosacaridos de la
pared celular conjugados con un toxoide tetanico, comprobandose que los

polisacaridos desempefian un papel significativo en la inmunidad.

Se ha desarrollado una vacuna conjugada que combinaba, en distintas
opciones, la Apx-I de los serotipos 1 6 5b con OMP del serotipo 1 y un adyuvante,

con excelentes resultados de mortalidad, pero no en el desarrollo de lesiones

(Prideaux, et al., 1999).

También se ha estudiado la mezcla de polisacarido capsular con hemolisina
0 su conjugacion con el LPS (Fenwick y Osburn, 1986), produciéndose un aumento
significativo del titulo de anticuerpos, con descenso de la mortalidad y lesiones,

pero el producto no resolviod satisfactoriamente el control.

Se han utilizado dos antigenos recombinantes del serotipo 7, que incluian el

extremo C-terminal de la Apx-Il y una Tbp de 60 kDa (Rossi-Campos et al., 1992).



En todos los casos, todos los animales desarrollaron una fuerte respuesta
humoral, comparable a la que se inducia en la infeccion natural, con una menor
mortalidad y afectacion que los controles, pero solo frente a la exposicion con el

serotipo homologo (Rodriguez et al., 2002).

Por ultimo, ha sido descrito una vacuna preparada a base de antigenos
asociados a células recombinantes, asi como antigenos secretados, entre ellos,
proteinas de union a transferrina y la toxina Apx-ll (Rodriguez et al., 2002). El
preparado ha sido contrastado frente a la inoculacion endobronquial del serotipo 9,

con resultados de proteccion aceptables (van Overbeke et al., 2001).

INICIOS DE LAS BACTERINAS CONTRA LA PLEURONEUMONIA

CONTAGIOSA PORCINA EN MEXICO

Desde mediados de los afios setentas, las infecciones respiratorias
causadas por A. pleuropneumoniae (antes H. pleuropneumoniae) han sido
reconocidas como un factor limitante en la produccion porcina intensiva. Los
primeros reportes que se tienen de la enfermedad en México son las
descripciones clinicas del problema por Ramirez Necochea en 1976, mientras que
los aislamientos y estudios exhaustivos del microorganismo fueron realizados por
Pijoan et al (1978) durante los brotes originales ocurridos en Tlaxcala, Pénjamo y

La Piedad y a partir de entonces no existe cuenca porcina del pais en donde no se



haya registrado la enfermedad, en aquellos afos no habia imnundgenos
comerciales y el tratamiento y control se llevaba a cabo con antibioticos como la

estreptomicina, ampicilinas y sulfonamidas que parecian ser eficaces (Ramirez y

Pijoan 1982).

A partir de estos brotes de empezaron a producir biolégicos con la finalidad
de controlar la enfermedad y consistieron en introducir a la bacterina con los
biotipos A (colonias grandes) y B (colonias chicas) que fueron determinados en

base a su tamafo y a su mayor o menor dependencia al NAD (Ochoa y Pijoan. 1978).

En un estudio sobre la efectividad de wuna bacterina de A.
pleuropneumoniae (antes H. pleuropneumoniae) con los biotipos A y B, en donde
los resultados mostraron que en animales expuestos en forma natural, se
protegieron al 100%, mientras que los animales desafiados con A.

pleuropneumoniae vivos solo se protegieron el 80% (Arizpe, Ochoa y Pijoan, 1978).

En otro trabajo y con un disefo experimental con varios grupos de cerdos,
en donde evaluan la respuesta inmune tanto humoral como celular, utilizando la
misma bacterina de A. pleuropneumoniae (antes H. pleuropneumoniae) biotipos A
y B, en dos esquemas de vacunacién y revacunacion y posteriormente desafiados
con A. pleuropneumoniae vivos encontraron serologias positivas con la prueba de
aglutinacion y porcentajes elevados con la prueba de MIF, lo que sugiere una

respuesta mixta y paralela, los autores sugieren la revacunacion para controlar los



brotes de pleuroneumonia contagiosa porcina en las explotaciones porcicolas

(Cruz y Martinez, 1980).

Las vacunas que se fabricaron inicialmente contra la pleuroneumonia
frecuentemente fallaban al tratar de conferir proteccién suficiente contra la
enfermedad ademas de ser utiles solo contra el serotipo especifico para el cual
eran preparadas. La mayoria consistia de células bacterianas completas

inactivadas con calor o formaldehido (Nielasen, 1984; Nielasen, 1985).

Recientemente aparece una nueva generacidon de vacunas su unitarias
compuestas de de las tres principales exotoxinas de la Familia RTX (Api, Api y
Apia) y una proteina de membrana externa de 42 KDa que ha mostrado que

protege contra doce serotipos (1 al 12) (Frey, 1995; van den Bosch y Frey, 2003).



JUSTIFICACION

En la actualidad existen en el mercado otro tipo de vacunas que combinan
bacterinas y toxoides como la vacuna Ingelvac Apx o bien como la vacuna
subunitaria producida por Intervet, que se han utilizado con mejores resultados, sin
embargo, estas siguen utilizando la via de administracion intramuscular o
subcutanea lo cual implica la necesidad de personal especializado para su
aplicacién y pueden ademas ocasionar dafos al tejido del animal. El desarrollo de
métodos de inmunizacion oral podria por tanto ser de suma importancia para el

control de esta enfermedad (Potter et al., 1996; Bagdasarian, et al., 1998; Huter et al., 2000).

En la FES-Cuautitlan, UNAM se ha trabajado y patentado con un desarrollo
tecnolégico denominado “Proceso para elaborar un Toxoide-inmundgeno de A.
pleuropneumoniae para la prevencion de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina”.
El desarrollo tecnoldgico consistidé en cultivar, preparar, purificar y concentrar las
toxinas (Apx |, Apx Il y Apx Ill) de A. pleuropneumoniae a partir de los serotipos 1,
3, 5y 7. Determinar hemolitica y citolitica de cada uno de los grupos (A, B,y C). E
inactivar y preparar los toxoides (que se dara a conocer con el nombre de
PLEUROTOXOIDE A, B, y C). Finalmente los inmunogenos se validaron en
granjas con problemas de pleuroneumonia contagiosa porcina. La patente
consistid en que los sobrenadantes de A. pleuropneumoniae se ha detectado y

encontrado actividad hemolitica. La toxina se inactiva por medio de formaldehido y



por las enzimas proteoliticas. Esta toxina esta presente en los serotipos 1, 5, 9, 10
11 y 12. La actividad toxica de esta proteina es la responsable de las lesiones
iniciales de la PCP, caracterizadas por ser hemorragicas y necroticas. Otra toxina
de un peso molecular de 103 Kd se ha encontrado en los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 11,12, 13, 14 y 15 se identifica como hemolisina o citolisina 2 (Apx II: poco
hemolitica y moderadamente citotoxica). Solo el serotipo 10 produce la Apxl,
mientras que los serotipos 7 y 12 la Apxll. Estas hemolisinas no muestran
diferencias antigénicas entre serotipos, aunque son antigénicamente diferentes
entre ellas. Otra exotoxina tiene un peso molecular de 120 Kd y se le conoce con
el nombre de Apx Ill, no es hemolitica pero es fuertemente citotoxica, sin embargo,
también se le conoce con el nombre Pleurotoxina (PTX), los serotipos que la

producen son los siguientes 2, 3, 4, 6 y 8. (Patente: No. PA/a/1998/009690).

Por los antecedentes anteriores, y el papel que juegan los diferentes
antigenos de A. pleuropneumoniae 'y sus productos extracelulares, la idea de tener
un solo inmundgeno, que permitiria por su contenido proteger contra la mayoria de
los serotipos presentes en México. Los serotipos presentes son: 1, 2, 3,5,6, 7y 8,
y basandose en la presencia de las Apx que excretan estos serotipos se podria
disenar una bacterina que cubriera los requisitos de evitar la muerte y el grado de

lesiones neumonicas.



OBJETIVO GENERAL:

Demostrar que en cerdos previamente inmunizados con una
bacterina/toxoide de Actinobacillus pleuropneumoniae sobreviven al desafio

experimental homologo.



OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Preparar el inmunégeno con los serotipos 1, 2, 3, 4 y 5 de A
pleuropneumoniae.

2. Evaluar la inocuidad de la bacterina/toxoide en cerdos.

3. Evaluar la inmunogenicidad de la bacterina/toxoide en cerdos.

4. Evaluar la potencia en cerdos desafiados previamente inmunizados con la
bacterina/toxoide.

5. Evaluar las lesiones macroscépicas pulmonares ocasionadas por A.

pleuropneumoniae de los cerdos.



MATERIAL Y METODO

MATERIALES

Material de laboratorio:

Asa bacteriologica.

Barra magnética.

Cajas petri desechables (SyM®).

Celdas para espectrofotometro.

Espatulas.

Filtro metalico mediano.

Frascos de vidrio estériles.

Jeringas desechables sin aguja de 10 ml (PLASTIPAK®).

Matraces Erlenmeyer (PYREX®) con taparrosca de baquelita de 250 ml.
Matraces Erlenmeyer (PYREX®) con taparrosca de baquelita de 500 ml.
Matraz aforado de 100 ml (KIMAX®).

Matraz Erlenmeyer (PYREX®) de 1000 ml.

Mecheros Bunsen y mangueras de latex.

Membranas (millipore®) (0.45 y 0.22 um).

Micropipeta de 2 a 10 pul (Oxford®).

Micropipeta de 40 a 200 ul (Oxford®).

Micropipeta de 1000 ul (Volac Ultra).

Microplacas de 96 pozos de fondo plano (GREINER BIO — ONE®).



Palillos estériles.

Pipetas desechables de 1 y 5 ml (GREINER BIO - ONE®).
Portaobjetos.

Puntas desechables para micropipetas.

Tubos capilares.

Tubos para centrifuga de 50 ml estériles (GREINER BIO - ONE®).

Vasos de precipitados (KIMAX®) de 100 y 250 ml.

Material biolégico:

Cepas ATCC de serotipos 1 al 10 de Actinobacillus pleuropneumoniae:

Serotipo Cepa de referencia
1 4074
2 1536
3 1421
4 M62
5 K17

Cepa nodriza de Staphylococcus aureus Cowan 1.

Sangre bovina desfibrinada.



Equipo
Congelador (American).

Refrigerador (American).

Balanza granataria (Triple beam balance 700 series).

Balanza analitica.

Parrilla con agitador (Nuova Il Stir Plate).

Autoclave (All American Modelo 1925X).

Estufa bacteriologica (Riossa).

Microscopio optico (OLYMPUS® CH2).

Estufa orbital (NEW BRUNSWICK® serie 25).
Espectrofotometro (COMPUR M® 2000 CS).

Centrifuga con control de temperatura (DAIMON® DPR 6000).
Lector de ELISA

Equipo de filtracion tangencial Millipore/filtros (Pellicon).

Reactivos

Reactivos de tincion de Gram (cristal violeta, lugol, alcohol —acetona y safranina).
Peréxido de Hidrégeno.

Discos para prueba de oxidasa.

Medio BHI (BD® Bioxon).



Agar — Agar (MERCK®)

Medio Agar base sangre (MERCK®).
Medio Nuevo.

Glucosa (MERCK®).

NAD (Research Organics®).

Solucién salina al 0.9 %.

Sangre bovina desfibrinada.

Agua destilada.

Formaldehido (CHEMICAL KEERNAR®).

REHIGRAGEL-LV Gel de hidroxido de aluminio baja densidad al 3% (Reheis
Company).

Vacutainer (Becton Dickinson and Company).

Solucién amortiguadora PBS/Twen-20 0.05%

Skim-milk al 5 %

Anti-IgG de cerdo peroxidada diluido 1:10,000 (SIGMA CHEMICAL, USA)

Sustrato de la enzima OPD (orto-fenilendiamina en amortiguador de citrato +

Perdxido de hidrogeno al 30 %)

Acido sulfurico 4N



METODOLOGIA

Preparacion de medios de cultivo

Para las diferentes etapas del experimento: reactivacion del serotipo, Prueba de
satelitismo cepa nodriza Staphylococcus aureus, dependencia del factor V (NAD),
fenomeno de CAMP y curva de crecimiento y cuenta viable en placa, se

prepararon medios liquidos y sélidos (Shope, 1964; Nicolet, 1968; Killian et al., 1978;
Ochoa y Pijoan 1978; Kilian et al. 1978)

Medios solidos

Agar BHI/Sangre:
Agar base sangre (Merck) 370 g
Sangre bovina desfibrinada 50.0 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 mi

Agregar a 1000 ml de agua destilada la base de agar sangre; evitando que la
solucion alcance la temperatura de ebullicion del agua, disolverlo en calor
auxilidndose con una barra magnética y una parrilla con agitador (Nuova Il Stir
Plate). Esterilizar en Autoclave (All American Modelo 1925X) a una temperatura de
121°C, 15 Ib. por 15 minutos. Dejar que la solucién se enfrié hasta llegar a una
temperatura de 45°C para agregar la sangre bovina. Vaciar el medio en cajas Petri

desechables (SyM). Esperar que gelifique el agar y conservar en refrigeracion.

Agar BHI:



Medio BHI (BD® Bioxon) 3709

Agar — agar (MERCK®) 200g

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver en calor el BHI (BD® Bioxon) y agar — agar (MERCK®) en el agua
destilada, utilizando una barra magnética y una parrilla con agitador (Nuova Il Stir
Plate). Esterilizar en Autoclave (All American Modelo 1925X) a una temperatura de
121°C, 15 Ib. por 15 minutos. Vaciar el medio en cajas Petri desechables (SyM).

Esperar que gelifique el agar y conservar en refrigeracion.

Agar BHI / NAD

Medio BHI (BD® Bioxon) 37.0¢g

Agar — agar (MERCK®) 20.0g

NAD al 0.5 % (Research Organics) 2.0ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver en calor el BHI (BD® Bioxon) y agar — agar (MERCK®) en el agua
destilada, utilizando una barra magnética y una parrilla con agitador (Nuova Il Stir
Plate). Esterilizar en Autoclave (All American Modelo 1925X) a una temperatura de
121°C, 15 Ib. de presion por 15 minutos. Al enfriarse un poco el medio, agregar el
NAD (Research Organics). Vaciar el medio en cajas Petri desechables (SyM).

Esperar que gelifique el agar y conservar en refrigeracion.



Medios liquidos

Caldo BHI / NAD

Medio BHI (BD® Bioxon) 37049
NAD al 0.5 % (Research Organics) 2.0ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver el medio en calor usando una parrilla con agitador (Nuova Il Stir Plate) y
una barra magnética. Esterilizar en Autoclave (All American Modelo 1925X) a una

temperatura de 121°C, 15 Ib. por 15 minutos. Conservar en refrigeracion.

Actinobacillus pleuropneumoniae

Los serotipos ATCC del 1 al 5 de Actinobacillus pleuropneumoniae fueron
proporcionados por el laboratorio “Enfermedades Respiratorias del Cerdo” en la
Unidad de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, los cuales
se encontraban suspendidos en una sustancia crioprotectora contenida en

crioviales y sumergidos en Nitrégeno liquido para su conservacion.

NOTA: La metodologia siguiente fue realizada para cada uno de los serotipos del

1 al 5 de Actinobacillus pleuropneumoniae.



Reactivacion de la cepa bacteriana

Cada uno de los serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae fue descongelado
en bano Maria a 37°C y finalmente se mantuvo a temperatura ambiente. Con
ayuda de un asa bacteriologica, previamente flameada, se tomé una muestra del
serotipo presente en el criovial y se sembrd por la técnica de dilucion en tres
placas de agar BHI enriquecido con NAD. Se dej6é incubar en la estufa

bacteriologica (Riossa) a 37°C por 18-24 horas.

Aislamiento e identificacion.

Los cinco serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae que se aislaron se
identificaron principalmente por la dependencia al NAD; por la presencia de
hemolisis y al fendmeno de CAMP, utilizando medios de BHI con y sin sangre de
bovino desfibrinada al 5.0%, y cultivos con y sin la cepa nodriza de

Staphylococcus aureus (Shope, 1964; Nicolet, 1968; Killian et al., 1978; Ochoa y Pijoan 1978;
Kilian et al. 1978; Frey et al., 1989; Gottschalk, 1998; Frey et al. 1994; Jansen et al. 1995; Frey
2003).

Cantidad de medio de cultivo para preparar un lote de BactTox de 1 litro.
Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 1: 200 ml
Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 2: 200 ml
Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 3: 200 ml
Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 4: 200 ml

Actinobacillus pleuropneumoniae SEROTIPO 5: 200 ml



Actinobacullus

pleuropneumoniae TOXINAS
SEROTIPO

1 Apxl (+) Apxll (+) ApxlIll (-) 20
2 Apxl (-) Apxll (+) Apxlll (+) 20
3 Apxl (-) Apxll (+) ApxlIl (+) 20
4 Apxl (-) Apxll (+) ApxlIl (+) 20
5 Apxl (+) Apxll (+) ApxlIll (-) 20

TOTAL 100

Inactivacion.

El cuerpo bacteriano y los sobrenadantes se inactivaron con formaldehido al 4%

agregandolo lentamente en agitacién continua.

Adyuvante.

Se utilizé el adyuvante de hidroxido de aluminio Rehidragel al 3% (permite una
liberacion mas lenta de los antigenos, garantizando asi una mejor respuesta

inmunologica).

Inmundgeno Comercial.

Se utilizé un toxoide comercial (ToxCom) constituido por las Apx I, Il y 1lI
inactivadas y una proteina de membrana externa de Actinobacillus

pleuropneumoniae.



Diseno experimental

Animales.

Se utilizaron 16 cerdos de cinco semanas de edad, de raza Yorkshire (PIC), libres
de anticuerpos contra  Actinobacillus  pleuropneumoniae;  Mycoplasma
hyopneumoniae; Pasteurella multocida;, Enfermedad de Aujeszky y PRRS.
Durante todo el experimento los animales se alimentaron con alimento libre de
antibidticos. Se formaron cuatro grupos de 4 cerdos cada uno de ellos. Grupo A:
Control (-) no vacunado y no desafiado; Grupo B: Control (+) no vacunado y
desafiado; Grupo C: ToxCom vacunado dos veces a intervalo de 15 dias y

desafiado; Grupo D: BactTox vacunado dos veces a intervalo de 15 dias y

desafiado.
No. De Bacterina Desafio
animales
Grupo A (Control -) 4 - +
Grupo B (Control +) 4 - +
Grupo C (ToxCom) 4 + +
Grupo D (BactTox) 4 + +

Inmunizacion.

El primer dia del experimento se realizd la primera vacunacion en los grupos C y
D, cada animal de dichos grupos se inoculo con 2.0 ml via intramuscular del
inmunogeno correspondiente. A los quince dias se repitio la inmunizacién en estos

animales a la misma dosis y por la misma via.



Sangrados.

El primer dia del experimento se tomaron muestras sanguineas con Vacutainer de
la vena cava anterior en todos los animales de los 4 grupos. Se repitié el mismo
procedimiento cada 7 dias hasta obtener 4 sangrados. Esto se realiz6 para llevar a

cabo las pruebas de ELISA.

Prueba de ELISA.

La prueba seroldgica de ELISA ya estudiada por otros autores (Lenier et al., 1999;
Nielsen et al., 2000) ser realizo de acuerdo a la metodologia de Lopez et al., (2008), en
donde se preparo primero un cultivo de los serotipos 1 y 3 para obtener los
sobrenadantes con las toxinas Apx I, Il y lll; a partir de los sobrenadantes se
procedié a ultrafiltrarlos, para asi en los retenidos tener la concentracion de las

tres toxinas.

Preparacién del antigeno.

Los serotipos 1 y 3 de App fueron descongelados en bafio Maria a 37°C y
finalmente se mantuvo a temperatura ambiente. Con ayuda de un asa
bacteriologica, previamente flameada, se tom6 una muestra del serotipo presente
en el criovial y se sembrd por la técnica de dilucién en tres placas de agar BHI
enriquecido con NAD. Se dejé incubar en la estufa bacterioldgica (Riossa) a 37 ° C
por 10-12 horas. Posteriormente los serotipos purificados fueron sembrados en

BHI liquido enriquecido con NAD al 0.5% y se incubaron a 37°C durante 8 horas.



Purificacion del antigeno.

Se elimind la biomasa por centrifugacion a 5000 RPM durante 30 minutos,
conservando el sobrenadante. La filtracion del sobrenadante se realiz6 con una
membrana de 0.22 um para tratar de eliminar los restos de cuerpo bacteriano. La
filtracion de flujo tangencial se realizo con una membrana de 100 kDa. En la
filtracion tangencial el flujo del fluido no se dirige en forma directa contra el filtro,
se dirige de manera tangencial, evitando que el filiro se sature y permitiendo
ademas tener un proceso alterno de concentracion (Equipo de filtracion tangencial

Milliporef/filtros Pellicon).

Después de la filtracion de flujo tangencial el sobrenadante quedo divido en dos
fracciones, un sobrenadante retenido que contiene las moléculas de un peso
mayor a 100 kDa en donde se encuentran las toxinas Apx. Cuyos pesos
moleculares son de 103 kDa para Apx |; de 105 kDa para Apx Il y 120 kDa para
Apx Il y un sobrenadante permeado que contiene las moléculas con un peso

menor, que fue utilizado s6lo como control en posteriores procedimientos.

Se tomaron los retenidos para formar un pool con los dos serotipos y se determiné

la concentracidn de proteinas.

Por el método de Bradford (Bradford et el al., 1976) se determind la cantidad de
proteina en el retenido utilizando 100 pl del sobrenadante y se le adicioné 1000 pl
del reactivo de Bradford. Los tubos se dejaron en reposo durante 10 minutos a

temperatura ambiente y se midi6é su absorbancia a 595 nm.



Preparacion de las placas antigenadas.

Se utilizaron placas de poliestireno tratadas para pegar proteinas de 96 pocillos
con fondo plano (SIGMA-ALDRICH USA: M 4034). El antigeno diluido se pegd a
una concentracion de 10 pg/ml utilizando solucién amortiguadora de carbonatos
0.1 M pH 9.5. Se colocaron 100 ul de esta solucién a cada pozo de la placa de
ELISA, incubando durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se lavo tres veces
con 300 ul de una solucion amortiguadora PBS/Twen-20 0.05% y se bloqueo
durante 1 hora con skim-milk al 5 %. Después de lavar se agregaron los sueros
problema diluidos 1:10 y se incubaron durante una hora. Se lavd 3 veces con
solucion amortiguadora PBS/Tween-20 y se agregaron 100 ul de anti-IgG de cerdo
peroxidada diluido 1:10,000 (SIGMA-ALDRICH, USA). Se incub6é una hora a
temperatura ambiente. Después de lavar se agrego el sustrato de la enzima OPD
(orto-fenilendiamina en amortiguador de citrato + Perdxido de hidrogeno al 30 %) a
temperatura ambiente durante 10 minutos y la reaccion se detuvo utilizando 50 pl
de acido sulfurico 4N. Por ultimo se leyeron las absorbancias a una longitud de
onda de 492 nm.

Inéculo.

Se prepardé un inoculo de los serotipos 1, 2, 3, 4, y 5 de Actinobacillus

pleuropneumoniae a una concentracion de 2.0 X 104 UFC.

Sistema de desafio por nebulizacion.

La aerosolizacion se llevd a cabo utilizando una camara de nebulizacion (Sotres et
al., 2007) con capacidad para 30 lechones de 16 kg. Cuenta con seis nebulizadores
que producen un aerosol de un tamano de particula de 1.0 a 1.5 mm de diametro.

Se nebulizaron durante 45 minutos con 36 ml de inoculo a un titulo de cada uno de



los serotipos de 2.0 X 104 UFC de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipos 1, 2,

4,3y 5. (Lara et al., 2008)

De las figuras 1 a la 4 se observa la conformacién de la camara de
nebulizacion que simula las condiciones de un desafio natural. La construccion de
la cdmara fue realizada en PTR de 1 %2 pulgadas en su estructura externa, para el
forro de las paredes y el techo se utilizdé lamina de acero inoxidable calibre 14
grado FDA, para el piso se utilizé lamina de acero inoxidable grado FDA calibre
12. Todo el proceso de soldadura se hizo con soldadura especial para acero
inoxidable el sobre piso se formd con slats de resina plastica acordes para
soportar pesos de 120kg/cm?, se siguié un disefio con las siguientes dimensiones:
2 metros / 2 metros / 1.60 metros ado/lado/altura), con una puerta/rampa de 1.50
metros de ancho por 1.20 de alto. Se coloc6 una sentina de acero inoxidable para

el drenaje.

FIGURA 1. FIGURA 2.




FIGURA 3. FIGURA 4.

FIGURA 5. FIGURA 6.




FIGURA 7. FIGURA 8.

En la paredes laterales y del fondo, exceptuando la frontal se hicieron
perforaciones de 1 72 pulgadas para colocar 6 nebulizadores desechables
(Devilbiss) conectados a 6 equipos de nebulizacion médica de trabajo pesado
(Devilbiss Pulmo Acid).

FIGURA 9. FIGURA 10.




FIGURA 11.

En las figuras de la 9 a la 11 observamos los nebulizadores que se
utilizaron, asi como se colocaron los inodculos de A. pleuropneumoniae utilizando

jeringas hipodérmicas (Lara et al., 2008).

Evaluacion de los signos clinicos.

Temperatura.

Diariamente, a todos los cerdos se les tomé la temperatura via rectal a la misma

hora (8:00 a.m.) durante todo el experimento.

Signos clinicos.

Durante el manejo cotidiano se observaron los signos respiratorios de tos y/o

disnea en agitacion.



Sacrificio y Necropsia.

Se decidié sacrificar a todos los animales una vez que se inicid las primeras
muertes del Grupo Control (+). Los animales de los grupos restantes fueron

sacrificados por electrochoque y exsanguinacion.
La necropsia se realizo de acuerdo Aluja (1980) y consisti6 en lo siguiente:

Se realizo la inspeccion externa: se inspeccionan los orificios naturales buscando

exudados, cambio de color y lesiones en las mucosas.

En la incision primaria: En cerdos no se separa la piel del tejido subcutaneo.

Cortando de una vez piel y musculos, se separan las articulaciones coxofemorales
y las escapulas. Siempre a través de la piel, se abre la cavidad bucal, dejando por
el momento la lengua y demas estructuras en su lugar. Se procede a efectuar dos
cortes, abarcando piel y musculos, del angulo de cada rama de la mandibula hasta
la dltima costilla, siguiendo la linea de las articulaciones costocondrales. Con
cuchillo se corta a través de éstas, pudiéndose levantar ahora todo el colgajo de
piel, musculos, esterndn, y fracciones de costillas. Se prolongan los cortes hechos
sobre la cavidad toracica a cada lado de la cavidad abdominal, uniéndolos al llegar
a la regidon pubiana. Se retira el colgajo totalmente y de esta manera estan

abiertas cavidades toracica y abdominal.

Faringe y laringe: Por medio de cortes paralelos a lo largo de la parte interna de

las ramas del maxilar inferior se llega a la cavidad bucal y se extrae la lengua
jalandola en direccion al cuello. Se desarticulan los huesos hioides, la laringe y
faringe, asi como las tonsilas y los linfonodos submaxilares, retrofaringeos,
parotideos, y la glandula parotidea. Jalando la lengua hacia atras, se cortan los
musculos del cuello, a lo largo del trayecto de la traquea. De este modo se liberan
traquea y esofago, unidos a la lengua vy laringe, hasta la entrada de la cavidad

toracica.



Cavidad toracica: Para constatar el vacio de la cavidad toracica, puede hacerse,

antes de abrirla, una pequefna incisidon en el diafragma, un cuyo momento se
percibe un soplo caracteristico cuando el aire entra a la cavidad, en este
momento, se colapsan los pulmones sanos. Se revisan cambios en pleura,
pulmones, liquido pleural. Al tirar de traquea y eso6fago con la lengua, que ya se
habian liberado anteriormente hacia atras, se levantan los pulmones con el
corazon y la parte toracica de la aorta, separando las adherencias pleurales a nivel

de la columna vertebral. Se corta el eséfago, aorta y cava.

Planimetrias

Los pulmones fueron removidos. Se midi6 la extensidon de las lesiones
neumonicas mediante planimetria de los diagramas pulmonares normalizados de
vista dorsal y ventral. Se calculé el promedio del area ocupada por las lesiones
neumonicas tomando como base el porcentaje del area total del pulmén y se
realizd analisis estadistico por la prueba de “t” de Student (p< 0.05) (Ciprian et al.,
1988). También se registré el aspecto de las lesiones neumonicas asi como la

presencia de adherencias en ellas.

Recuperacion de los agentes inoculados.

Cada uno de los lobulos caudales de los pulmones de los animales infectados
fueron sembrados en medio de BHI con glébulos rojos al 5% con cepa nodriza
Staphylococcus aureus cepa Cowan | para observar la dependencia y el fenbmeno
de CAMP. Posteriormente los aislamientos en estos medios se resembraron en

medios de BHI+NAD (0.001%) para su purificacion (Kilian et al. 1978; Frey et al., 1989;
Gottschalk, 1998; Frey et al. 1994).



Serotipificacion de los aislamientos.

A partir de los 5 aislamientos en los medios de BHI+NAD, se cosecharon y se
resuspendieron en PBS estéril para homogeneizarse a una concentracién de
0.9835 DO. De esta suspensién se probaron con los antisueros de los serotipos 1,

2, 3,4y 5 (Gottschalk, 1998; Frey et al. 1994; Jansen et al. 1995; Frey 2003).



RESULTADOS

Reactivacion de la cepa bacteriana.

Aislamiento.
Satelitismo

Todos los serotipos trabajados mostraron una dependencia por el factor V (NAD).
Todos los serotipos de App crecieron en este medio, mientras que en agar BHI

libre de NAD, no lograron desarrollarse.

En placas de agar sangre y BHI en donde se empled la cepa nodriza de

Staphylococcus aureus Cowan | se observé el fenémeno de CAMP.

Figura 12. Resultado de la Prueba de Satelitismo del S — 1 en placas de agar sangre y agar BHI.



Figura 13. Resultado de la Prueba de Satelitismo en placas de agar sangre y agar BHI del S — 3.

Ademas, se observo la dependencia del factor V en placas de agar BHI
suplementado con 1 ug / ml de NAD. Todos los serotipos de App crecieron en este

medio, mientras que en agar BHI libre de NAD, no lograron desarrollarse.

Figura 14. Resultados del requerimiento del factor V en placas de agar BHI / NAD de los S-1y S-3.



IDENTIFICACION DE App

Tincién de Gram

Se obtuvieron Bacilos y cocobacilos Gram (-) (0.3 x 1.5 ym), presentan

pleomorfismo y pueden formar cadenas cortas.

Pruebas Bioquimicas

Tabla 5. Pruebas de Catalasa, Oxidasa, Oxidacién — Fermentacién de glucosa y

motilidad practicadas a los actinobacilos recuperados.

APP PRUEBA BIOQUIMICAS PRIMARIAS
SEROTIPOS CATALASA OXIDASA O/F MOTILIDAD
1 - - NT -

2 - - NT -
3 - - NT -
4 - - NT -
5 - - NT -

Preparacién del lote de BactTox

Ya identificados los serotipos de App, se cultivaron cada uno de los serotipos en
forma individual en medio liquido de BHI suplementado con NAD; se detuvo el
cultivo a las 12 horas de incubacién. La biomasa y el sobrenadante de cada uno

de los serotipos que se inactivaron con formaldehido al 4% y BactTox se ajustaron



al 20% con solucién salina. BactTox en el adyuvante de hidroxido de aluminio
Rehidragel al 3%.

Inmunizacion

En la primera vacunacion, el grupo C: ToxCom presenté aletargamiento y anorexia
sin hipertermia durante 24 horas. Mientras el grupo D: BactTox no presento
ninguna reaccidén tanto en el momento de la aplicacion como en las horas
posteriores. En la segunda vacunacion realizada 15 dias después de la primera
inmunizacion, tanto el grupo C: ToxCom como el grupo D: BactTox no presentaron

signologia clinica.

FIGURA 15. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ELISA PARA DETERMINAR
LA INMUNOGENICIDAD DE LOS BIOLOGICOS
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En todos los sangrados el grupo A: Control (-) y el grupo B: Control (+) no

presentaron ninguna lectura.

En la primera vacunacién el comportamiento serologico fue similar en ambas
bacterinas ya que en el 2° y 3° sangrado mantuvieron las mismas lecturas de

densidad éptica las cuales fueron de 0.06 (D.O.).

En la segunda vacunacién, el grupo C: ToxCom presentd un aumento que se

reflejé en el 4° y 5° sangrado con una D.O. 0.14 y 0.36 respectivamente.

Mientras que con el grupo D: BactTox presenté un aumento que se reflejé en el 4°

y 5° sangrado con una D.O. 0.18 y 0.46 respectivamente.
PRUEBA DE POTENCIA
Temperatura y signos clinicos.

FIGURA 16. Temperatura corporal de todos los grupos.
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El grupo A: Control (-) presentd hipotermia los primeros dias. A partir del dia 8 se

mantuvieron temperaturas dentro del rango normal durante todo el experimento

El grupo B: Control (+) presentd temperaturas normales durante los primeros 23
dias del experimento, después del desafio hubo presencia de hipertermia. Los
animales de este grupo murieron entre las primeras horas hasta las 96 horas,
cuando todos los cerdos de este grupo murieron, se decidi6é sacrificar a todos los

cerdos de los demas grupos, incluyendo los animales del grupo control negativo.

El grupo C: ToxCom presentd hipotermia después de la primera vacunacion.
Durante 18 dias se mantuvieron dentro de los rangos normales. Posterior al

desafio se presentod hipertermia hasta el sacrificio de los animales.

El grupo D: BactTox desde la primera vacunacion hasta el sacrificio mostré una

temperatura dentro de los rangos normales pero no murieron.

Signos clinicos observados en los animales inoculados.

El grupo A: Control (-) no presentd ningun signo clinico respiratorio durante todo el

experimento.

El grupo B: Control (+) no presentd ningun signo clinico respiratorio hasta el
momento del desafio. Posteriormente mostraron severa anorexia, con dificultad al
respirar, disnea de tipo abdominal, cianosis en piel del abdomen y orejas,
temblorosos al caminar con dolor. Antes de la muerte los cerdos mostraron un
chillido agudo caracteristico con la presencia de epistaxis, hemorragia y espuma

en los ollares y hocico.

El grupo C: ToxCom no presentd ningun signo clinico respiratorio hasta el

momento del desafio. Posteriormente mostraron moderada anorexia, con dificultad



al respirar, disnea de tipo abdominal, en 2 cerdos se encontré cianosis en piel del

abdomen y orejas.

El grupo D: BactTox no presentd ningun signo clinico respiratorio hasta el
momento del desafio. Posteriormente mostraron ligera anorexia, disnea de tipo
abdominal en 1 cerdo mientras que en otro se encontré cianosis en piel del

abdomen y orejas.

FIGURA 17. Cerdo enfermo de pleuroneumonia, mostrando los signos clinicos de

epistaxis o sangre en el hocico y ollares antes de la muerte.

Figura 18. Cerdo que murié dentro de las primeras 24 horas, en donde se observa la

epistaxis en el hocico y en los ollares.



Figura 19. Cerdo que murié dentro de las primeras 24 horas, en donde se observa la

epistaxis en el hocico y espuma sanguinolenta en los ollares.




Necropsia.

Inspeccion externa.

Se realizd la inspeccion externa: se inspeccionaron los orificios naturales

buscando exudados, cambio de color y lesiones en las mucosas.
Incisidn primaria.

El animal se coloc6 en decubito dorsal y se procedi®6 a desmembrar las
extremidades anteriores con un corte a través de piel y musculos pectorales entre
la escapula y el térax. Esto permitid que los miembros cayeran lateralmente,

manteniendo el cadaver en posicion.

Dichos cortes se continuaron hacia adelante hasta la sinfisis mandibular por la
cara interna de las ramas de la mandibula. Se hicieron dos cortes en la cara

medial de los miembros posteriores desarticulando en la regidn coxofemoral.

Se separd la piel y los musculos desde la mandibula hasta la regiéon pubica

efectuandose también la incision secundaria.
Faringe y laringe:

Por medio de cortes paralelos a lo largo de la parte interna de las ramas del
maxilar inferior se llega a la cavidad bucal y se extrae la lengua jalandola en
direccion al cuello. Se desarticulan los huesos hioides, la laringe y faringe, asi
como las tonsilas y los nédulos linfaticos submaxilares, retrofaringeos, parotideos,

y la glandula parotidea.

Jalando la lengua hacia atras, se cortan los musculos del cuello, a lo largo del
trayecto de la traquea. De este modo se liberan traquea y eso6fago, unidos a la

lengua y laringe, hasta la entrada de la cavidad toracica.



Cavidad toracica:

Para constatar el vacio de la cavidad toracica, puede hacerse, antes de abirirla,
una pequeia incisiéon en el diafragma, un cuyo momento se percibe un soplo
caracteristico cuando el aire entra a la cavidad, en este momento, se colapsan los

pulmones sanos. Se revisan cambios en pleura, pulmones, liquido pleural.

Al tirar de traquea y esofago con la lengua, que ya se habian liberado
anteriormente hacia atras, se levantan los pulmones con el corazéon y la parte
toracica de la aorta, separando las adherencias pleurales a nivel de la columna

vertebral. Se corta el eséfago, aorta y cava.

Evaluacion de las lesiones neumonicas.

Las lesiones encontradas para todos los serotipos se caracterizaron por ser
pleuroneumonicas con hidrotorax con liquido sanguinolento, adherencias pleurales
(viscerales y parietales), pericarditis y hemorragias en miocardio y linfonodos,
infarto rojos y friables en I6bulos principalmente los caudales. Mencionar si hubo
diferencias en alguno de los serotipos. Se determino el porcentaje de lesidn

neumonica.

GRUPO A. Pulmones SCPA en los cerdos Controles negativos, no vacunados ni

desafiados

En el grupo A: todos los animales del grupo presentaron pulmones sin cambios

patoldégicos aparentes (SCPA) tanto en su vista dorsal como en la ventral.



Figura 20. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos no infectados, en

donde no se observan lesiones pulmonares y que no fueron anotadas en las planimetrias.

Figura 21. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos no infectados, en

donde no se observan lesiones pulmonares y que no fueron anotadas en las planimetrias.



GRUPO B. Lesiones encontradas en los animales Controles positivos no
vacunados y desafiados con los serotipos 1, 2, 3, 4 y 5 de Actinobacillus

pleuropneumoniae.

En el grupo B: los animales de este grupo presentaron lesiones neumonicas
bilaterales principalmente en los I6bulos caudales. La traquea y bronquios
presentaron espuma sanguinolenta, exudado mucoso. Las aéreas neumodnicas
fueron oscuras, solidas y friables al corte, acompanadas de adherencias pleurales
(viscerales y parietales). En la cavidad toracica se encontré liquido sanguinolento
con presencia de pericarditis y hemorragias en miocardio y linfonodos, infarto

rojos.

Figura 22. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos infectados, en
donde se observan lesiones tipicas pleuroneuménicas y que fueron anotadas en las

planimetrias para su posterior evaluacion.



Figura 23. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos infectados, en
donde se observan lesiones tipicas pleuroneuménicas y que fueron anotadas en las

planimetrias para su posterior evaluacion

Figura 24. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos infectados, en
donde se observan lesiones tipicas pleuroneumonicas y que fueron anotadas en las

planimetrias para su posterior evaluacion



Figura 25. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos infectados, en
donde se observan lesiones tipicas pleuroneuménicas y que fueron anotadas en las

planimetrias para su posterior evaluacion

GRUPO C. Lesiones encontradas en los animales vacunados con la bacterina
ToxCom y desafiados con los serotipos 1, 2, 3, 4 y 5 de Actinobacillus

pleuropneumoniae.

En el grupo C: los animales de este grupo presentaron lesiones neumonicas
bilaterales principalmente en los l|6bulos caudales. Las lesiones fueron de
moderada extension y de diferente tamafno presentes en los I6bulos caudales. En
dichos I6bulos se encontraron nédulos parecidos a abscesos delimitados por una
capsula delgada de tejido conectivo, asociadas con adherencias pleurales. En
algunos cerdos se encontraron aéreas neumonicas oscuras, soélidas y friables al

corte, acompanadas de adherencias.



Figura 26. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos vacunados e
infectados, en donde se observan lesiones tipicas pleuroneumoénicas y que fueron

anotadas en las planimetrias para su posterior evaluaciéon

Figura 27. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos vacunados e
infectados, en donde se observan lesiones tipicas pleuroneumoénicas y que fueron

anotadas en las planimetrias para su posterior evaluacion



Figura 28. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos vacunados e
infectados, en donde se observan lesiones tipicas pleuroneumaonicas y que fueron

anotadas en las planimetrias para su posterior evaluacion
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Figura 29. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos vacunados e
infectados, en donde se observan lesiones tipicas pleuroneumaonicas y que fueron

anotadas en las planimetrias para su posterior evaluacion



Figura 30. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos vacunados e
infectados, en donde se observan lesiones tipicas pleuroneuménicas y que fueron

anotadas en las planimetrias para su posterior evaluacion

GRUPO D. Lesiones encontradas en los animales vacunados con BactTox y

desafiados con los serotipos 1, 2, 3, 4 y 5 de Actinobacillus pleuropneumoniae.

En el grupo D: los animales de este grupo presentaron lesiones neumonicas
bilaterales principalmente en los I6bulos caudales. Las lesiones fueron de menor
extension y de diferente tamafio presentes en los I6bulos caudales. Se
encontraron nodulos parecidos a abscesos delimitados por una capsula delgada
de tejido conectivo, asociadas con adherencias pleurales. Se encontraron aéreas

neumaonicas oscuras, solidas y friables al corte, acompanadas de adherencias.



Figura 31. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos vacunados e
infectados, en donde se observan lesiones tipicas pleuroneumoénicas y que fueron

anotadas en las planimetrias para su posterior evaluacion

Figura 32. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos vacunados e
infectados, en donde se observan lesiones tipicas pleuroneumonicas y que fueron

anotadas en las planimetrias para su posterior evaluacion



Figura 33. Vista dorsal y ventral de los pulmones colectados de cerdos vacunados e
infectados, en donde se observan lesiones tipicas pleuroneumaonicas y que fueron

anotadas en las planimetrias para su posterior evaluacion

Planimetrias

El grado de lesion neumonica se determind por planimetria en porcentaje.

El grupo A: no presentd ninguna lesidon neuménica. Mientras que el grupo B: se
present6 un promedio de 33 +/- 4.6. En el grupo C: se presento un promedio de 26

+/- 12.5. En el grupo D: presentd un promedio de 11 +/- 2.6.



FIGURA 34. Porcentaje de las lesiones neumdnicas encontradas en los grupos

vacunados y no vacunados
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El andlisis de la Prueba fde Student fue 0.83155365.
Recuperacion de los agentes inoculados.

Se recuperaron todos los serotipos en forma individual a partir de los pulmones de

los cerdos que fueron inoculados con los diferentes serotipos.

Serotipificacion de los aislamientos.

Todos los serotipos aislados correspondieron al serotipo inoculado en los cerdos.



DISCUSION.

En la actualidad, muchas de las bacterinas comerciales incluyen el
microorganismo completo, con el o los serotipos predominantes en la cada
explotacion o en una region predeterminada. Por lo general, dependiendo del
laboratorio productor de biologicos, se elabora un calendario de vacunacion, que
considera lo siguiente: la administraciéon de una dosis ha determinado tiempo al

menos con una repeticion a las 2-3 semanas (Christensen, 1982; Rosendal, et al., 1981).

Con respecto a las vacunas atenuadas, se han obtenido distintos mutantes
tales como: mutantes sin capsula, atenuados; mutantes auxotréficos, con los que
se ha inducido -inmunidad protectora- pero sélo se han conseguido descensos en
la mortalidad y lesiones. Donde solo han sido estudiadas en condiciones
experimentales y los animales vacunados resistieron el desafio intratraqueal, tanto
del serotipo homdlogo como heterdlogos, y en el cual los autores mencionan que

no hubo la presentacién de signos clinicos y sin lesiones (Rosendal y Maclnnes, 1990;

Utrera, et al., 1990; Inzana, et al., 1993; Fuller y Mulks 1995).

Bacterinas realizadas a base de subunidades con antigenos de superficie
han observado que inducen respuesta sérica, por lo que so6lo han sido
investigados desde el punto de vista antigénico-inmunogénico y no vacunal. Es el

caso del LPS, se ha utilizado detoxificado y en adyuvante con resultados



protectores, aunque inferiores a los conseguidos con una bacterina a base cuerpo
bacteriano. Algunas OMP del serotipo 5 en adyuvantes también fueron
investigadas obteniendo un descenso significativo en el numero de casos de

neumonia, después de la infeccidn intranasal con la cepa homodloga (Rapp y Ross,

1986; Rapp y Ross, 1988; Rioux, et al., 1998).

A su vez, se ha elaborado vacunas a base de extractos de cultivos;
extractos crudos de cultivos jovenes, en ocasiones precipitados con polietilenglicol
o cetavlon y conjugados con Apx, LPS y carbohidratos y, comunmente, con

adyuvantes, que han sido otra alternativa en la creacion de bacterinas (Fedorka-

Cray, et al. 1990; Hesse, et al. 1984; Espunfia, et al, 1986; Kume y Nakai, 1988).

Las toxinas Apx se consideran inmundgenos muy importantes, frente a los
que se forman anticuerpos neutralizantes en el suero de cerdos convalecientes o
inmunizados artificialmente. Del mismo modo, se ha utilizado un sobrenadante
crudo de cultivo del serotipo 1, con Apx-l, solo 0 mezclado con una preparacion
inactivada de células enteras, en ambos casos con un adyuvante oleoso, siendo
esta combinacion la que comparativamente produjo los mejores resultados en
forma del titulo de anticuerpos. En la actualidad, se comercializa una vacuna de
subunidades con tres toxoides de Apx-l, Apx-Il y Apx-1ll y una OMP con adyuvante

oleoso. Se han descrito buenos resultados cuando se comparan con los controles,



pero el problema aun sigue sin resolverse de modo definitivo (Bendixen et al., 1981;

Frey et al., 1989; Bossé et al., 1992; Martelli et al., 1996; Rodriguez et al., 2002).

Se ha estudiado una vacuna de oligosacaridos de la pared celular
conjugados con un toxoide tetanico, comprobandose que los polisacaridos
desempeifan un papel significativo en la inmunidad. Se ha desarrollado una
vacuna conjugada que combinaba, en distintas opciones, la Apx-l con OMP y un
adyuvante, con excelentes resultados en baja de mortalidad, pero no en el
desarrollo de lesiones. Del mismo modo, la mezcla de polisacarido capsular con
hemolisina o su conjugacion con el LPS, produciéndose un aumento significativo
del titulo de anticuerpos, con descenso de la mortalidad y lesiones, pero el
producto no resolvid satisfactoriamente el control, todos los animales desarrollaron
una fuerte respuesta humoral, comparable a la que se inducia en la infeccién
natural, con una menor mortalidad y afectacion en los controles, pero solo frente a

la exposicién con el serotipo homologo (Fenwick y Osburn, 1986; Byrd y Kadis, 1992;

Prideaux, et al., 1999).

Por ultimo, ha sido descrito una vacuna preparada a base de antigenos
asociados a células recombinantes, asi como antigenos secretados, entre ellos,
proteinas de union a transferrina y la toxina Apx-ll. El preparado ha sido
contrastado frente a la inoculacién endobronquial con resultados de proteccién

aceptables (Van Overbeke et al., 2000; Rodriguez et al., 2002).



En Meéxico, desde mediados de los anos setentas, las infecciones
respiratorias causadas por A. pleuropneumoniae (antes H. pleuropneumoniae) han
sido reconocidas como un factor limitante en la produccién porcina intensiva. Los
primeros reportes que se tienen de la enfermedad son las descripciones clinicas
del problema por Ramirez Necochea en 1976, mientras que los aislamientos y estudios
exhaustivos del microorganismo fueron realizados por Pijoan y colaboradores en 1978
durante los brotes originales ocurridos en Tlaxcala, Penjamo y La Piedad. A partir
de entonces no existe cuenca porcina del pais en donde no se haya registrado la
enfermedad, en aquellos anos no habia imnundgenos comerciales y el
tratamiento-control se llevaba a cabo con antibidticos como la estreptomicina,

ampicilinas y sulfonamidas que parecian ser eficaces (Ramirez y Pijoan 1982).

A partir de estos brotes comenzo la produccidn de biolégicos con la
finalidad de controlar la enfermedad. Consistieron en introducir la bacterina con los

biotipos conocidos en ese momento (Ochoa y Pijoan. 1978).

Los primeros estudios sobre la efectividad de una bacterina de A.
pleuropneumoniae (antes H. pleuropneumoniae) mostraron que en animales
expuestos en forma natural, se protegieron al 100%, mientras que los animales

desafiados con A. pleuropneumoniae vivos soOlo se protegieron el 80% (Arizpe,

Ochoa y Pijoan, 1978).



En la actualidad, existen en el mercado otro tipo de vacunas que combinan
bacterinas y toxoides como la vacuna Ingelvac APPX o bien como la vacuna
subunitaria producida por Intervet, que se han utilizado con mejores resultados, sin
embargo, éstas siguen utilizando la via de administracion intramuscular o
subcutanea lo cual implica la necesidad de personal especializado para su
aplicacidn ocasionando dafos al tejido del animal. El desarrollo de métodos de

inmunizacion oral podria por tanto ser de suma importancia para el control. (Potter

et al., 1996; Bagdasarian, et al., 1998; Huter et al., 2000).

En la FES-Cuautitlan, UNAM se ha trabajado y patentado un desarrollo
tecnolégico denominado “Proceso para elaborar un Toxoide-inmundégeno de A.
pleuropneumoniae para la prevencion de la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina”.
El desarrollo tecnoldgico consistidé en cultivar, preparar, purificar y concentrar las
toxinas (Apx I, Apx Il y Apx Ill) de A. pleuropneumoniae a partir de los serotipos 1,
3, 5y 7. Determinar hemolitica y citolitica de cada uno de los grupos (A, B,y C). E
inactivar y preparar los toxoides (que se dara a conocer con el nombre de

PLEUROTOXOIDE A, B, y C (Patente: No. PA/a/1998/009690).

Por los antecedentes anteriores, los diferentes antigenos juegan un papel
trascendental en A. pleuropneumoniae y sus productos extracelulares, la idea de
tener un sélo inmundgeno, que permitiria por su contenido proteger contra la

mayoria de los serotipos presentes en México, que son: 1, 2, 3, 5,6, 7y 8,y



basandose en la presencia de las Apx que excretan estos serotipos se disefo la
presente bacterina que cubriera los requisitos de evitar la muerte y disminuir el

grado de lesiones neumdnicas.

Para ello, se tuvieron que reactivar a los serotipos que conformaron la
formula de la bacterina denominada BactTox, encontrandose que el agente
etiolégico responsable de la pleuroneumonia contagiosa porcina almacenado en
nitrégeno liquido, recuperado y cultivado en agar sangre-BHI donde se observé el
Satelitismo y fendmeno de CAMP con la ayuda de la cepa nodriza de
Staphylococcus aureus Cowan |. Para lograr la plena identificacion se realizaron
las pruebas bioquimicas de Catalasa, Oxidasa, Oxidacién-Fermentacion de
glucosa y motilidad. Teniendo todos estos resultados se pudo confirmar que las
cepas trabajadas fueron plenamente identificadas como A. pleuropneumoniae de

referencia serotipo 1, 2, 3, 4 y 5. (Nicolet 1970; Kilian 1976; Moller et al., 1990).

Para la realizacion de la bacterina se requirieron las cepas de A.
pleuropneumoniae de referencia serotipo 1, 2, 3, 4 y 5, prevalentes en México
(Gottschalk et al. 2003; Gottschalk, 2006). Cultivadas de manera individual en medio
liqguido BHI suplementado con NAD. Estudios previos nos indicaron que cultivos de
12 horas contienen la concentracion de bacterias adecuada lo que garantizé la
presencia de las toxinas Apxl, apxIl y Apxlll en el medio de cultivo. La interrupcion

de la incubacion se realizdé con formaldehido para inactivar al agente etiologico y



evitar la destruccién de las toxinas a causa de las proteasas propias del A.

pleuropneumoniae (Negrete et al., 1994).

La biomasa y el sobrenadante inactivados se integraron con el adyuvante
de hidroxido de aluminio de manera satisfactoria, ya que mostré una apariencia
homogénea y sin grumos; con la fluidez deseada para una solucion inyectable.
Dando como resultado la bacterina requerida llamada BactTox. Las sales de
aluminio (hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio), es el adyuvante mas
utilizado ya que logra la unién con el antigeno y al inocular en un animal producen
un ligero granuloma que favorece la lenta eliminacion del antigeno (estimulacion
antigénica mas duradera) y la atraccion de las células presentadoras por lo que
aumentaba la capacidad de la respuesta inmune. El hidréxido de aluminio todavia
es utilizado en la especie porcina, sobre todo para antigenos altamente

inmunogénicos. (Sanchez-Vizcaino, 2004)

Con la bacterina BactTox lista, se procedid a la ejecucion del disefio
experimental para probar su inocuidad e inmunogenicidad. Al mismo tiempo, se

realizé la comparacidon con una bacterina comercial ToxCom.

En la primera inmunizacion la bacterina ToxCom presentd una respuesta
post-vacunal muy severa presumiblemente ocasionada por las caracteristicas del
adyuvante que es muy parecido a la vitamina E, siendo éste un adyuvante oleoso.

En tanto, la bacterina BactTox en adyuvante de hidroxido de aluminio no presento
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ninguna reaccion post-vacunal. En la segunda inmunizacion, ni la bacterina
ToxCom ni BactTox presentaron reacciones post-vacunales. Los grupos Ay B no

tuvieron reaccion antigeno-anticuerpo por ser inmunoestimulados.

Recientemente se han descrito diversos métodos ELISA con especificidad
de especie para A. pleuropneumoniae, dirigidos a las proteinas Apx. El
procedimiento mas conocido utiliza la proteina recombinante Apxll (Leiner et al.,
1999), pero tiene el inconveniente de que esta toxina no esta presente en las cepas
de los serotipos 3 y 10. Una alternativa posible es la deteccion simultanea y
multiple de las tres toxinas Apx (Nielsen et al., 2000). En este caso, el ELISA si que
permite detectar a cepas de los 12 serotipos, pero no discriminar entre ellos. En
este estudio, el seguimiento serolégico durante todo el experimento para identificar
los anticuerpos contra las toxinas Apxl, Apxll y Apx lll, fue determinada con la
prueba de ELISA indirecto (Lopez et al., 2008) durante las primeras semanas fue
similar en los grupos C y D; teniendo ambos un ligero aumento en la respuesta

inmune.

El comportamiento serolégico de ToxCom en los siguientes muestreos fue
tipico de una respuesta secundaria de menor magnitud. EI comportamiento
serolégico de BactTox en los siguientes muestreos fue tipico de una respuesta

secundaria de mayor magnitud (Figura 15).



Los resultados encontrados por otros autores encuentran que la mezcla de
polisacarido capsular con hemolisina o su conjugacion con el LPS, producen un
aumento significativo del titulo de anticuerpos, ademas de que encontraron un
descenso de la mortalidad y lesiones Todos los animales desarrollaron una fuerte
respuesta humoral, comparable a la que se inducia en la infeccion natural, con
una menor mortalidad y afectacidon que los controles, pero sélo frente a la

exposicion con el serotipo homologo, como fue en nuestro caso (Fenwick y Osburn,

1986; Byrd y Kadis, 1992; Prideaux, et al., 1999).

El desafio que se realizé fue mediante el uso de una camara de aerosoles
(Lara et al., 2008), mientras que en otros experimentos, los animales vacunados que
resistieron el desafio intratraqueal, tanto del serotipo homologo como heterdlogos,
y aunque los autores mencionan que no hubo la presentacion de signos clinicos y
sin lesiones (Rosendal y Maclnnes, 1990; Utrera, et al., 1990; Inzana, et al., 1993; Fuller y Mulks
1995). En este estudio, se hizo un desafio homdlogo con todos los serotipos que
estaban presentes en la bacterina BactTox si se encontraron lesiones pero fueron

en menor grado en el Grupo D vacunado con BactTox.

La temperatura observada en los diferentes grupos revel6 que en relacién al
Grupo A, la hipotermia se debidé a las condiciones de manejo e instalaciones.
Mientras que en el Grupo B, no se observé ningun efecto en los primeros 23 dias.

La presencia de hipertermia se debio a la infeccion con A. pleuropneumoniae.



En el Grupo ToxCom los animales presentaron hipotermia debido a las
condiciones de manejo e instalaciones y no por la reaccion post-vacunal. Mientras

que la presencia de hipertermia se debid a la infeccidn con A. pleuropneumoniae.

Los cerdos que fueron inmunizados con BactTox, no se observo ningun

efecto, solo mostro una ligera hipertermia horas después de la infeccion.

Los signos clinicos observados en los cerdos de los diferentes Grupos fue
variable y en el caso de los animales del Grupo A, durante todo el experimento se

mantuvieron un condiciones normales.

En los cerdos del Grupo B control positivo, los animales inoculados con App
presentaron mayor dificultad respiratoria con tendencia al agravamiento por no
tener la inmunizacién requerida mostré una alta susceptibilidad a la infeccion,

siendo la infeccion la causa de la muerte.

En los cerdos del Grupo C, inmunizados con ToxCom, los animales
inoculados con App presentaron menores signos clinicos generales y respiratorios
con tendencia a la recuperacién debido a la inmunizaciéon. Mientras que los
vacunados con BactTox, los animales inoculados con A. pleuropneumoniae
presentaron ligera signologia general y respiratoria con mayor tendencia a la

recuperacion debido a la inmunizacion.



Los animales del Grupo A, no presentaron ninguna lesidn neumonica. Los
pulmones de los cerdos no estaban afectados y no presentaban lesiones. No se

encontrd ningun grado de lesion neumonica.

En los cerdos del Grupo B, los animales de este grupo presentaron lesiones
fueron caracteristicas de una pleuroneumonia aguda (Shope et al., 1964) y las aéreas
de consolidacion que abarcaron de 28.1 al 38.8%. El grado de lesion neuménica
encontrada en este grupo represento el 100% de las lesiones provocadas por la

infeccion experimental a la dosis sefalada (Sebunya y Saunders 1983; Fenwick, B. and

Henry, S. (1994).

El Grupo ToxCom: Los cerdos de este grupo presentaron lesiones
pleuroneumonicas cronicas y las aéreas de consolidacion que abarcaron de 15.4
al 42.3%. El grado de lesibn neumodnica encontrada en este grupo represento el
78.8% de las lesiones provocadas por la infeccion experimental a la dosis

sefalada. Lo cual se traduce en una reduccion de solo el 21.2% (Sebunya y Saunders

1983; Fenwick y Henry 1994).

El Grupo BactTox: Los cerdos de este grupo presentaron lesiones
pleuroneumonicas cronicas y las aéreas de consolidacion que abarcaron de 7.6 al
13.1%. El grado de lesion neumonica encontrada en este grupo represento el
33.3% de las lesiones provocadas por la infeccion experimental a la dosis

senalada. Lo cual se traduce en una reduccion del 66.7%.



La recuperacion de A. pleuropneumoniae solo se logro en los Grupos
inoculados con el agente y los agentes infecciosos recuperados correspondieron a
los serotipos 1, 2, 3, 4, 5 de A. pleuropneumoniae inoculados. En el Grupo A no se

aislé ningun agente infeccioso.

En los Uultimos anos, se ha venido insistiendo reiteradamente en la
vacunacion, en la creencia de que una buena vacuna sera decisiva en el control.
Desde los productos bioldégicos mas antiguos hasta los productos mas recientes,
se han experimentado diversidad de combinaciones, en las que algunos factores
de virulencia, especialmente las Apx, han centrado el interés. Pese a todo, aun se
carece de un producto que proteja frente a la enfermedad aguda y prevenga la
condicion de portador cronico y eliminador de A. pleuropneumoniae. Las
bacterinas reducen la gravedad y la mortalidad, pero no resuelven el problema de

la prevencion ni la persistencia de lesiones o la presencia de portadores (Rodriguez

et al., 2002).



CONCLUSIONES

La bacterina no produjo ningun efecto en los cerdos sanos cuando fueron

vacunados.

La bacterina BactTox produjo dos picos de hipertermia en los cerdos cuando

fueron inmunizados.

Posterior al desafidé los cerdos vacunados presentaron fiebre pero no murieron

dentro de las 96 horas.
Los signos clinicos respiratorios en los cerdos no vacunados fueron graves.
Los cerdos vacunados no murieron y fueron sacrificados después de las 96 horas.

A la necropsia, las lesiones encontradas en los Iébulos pulmonares y las
planimetrias realizadas revelaron los siguientes porcentajes: BactTox 11.0 +/-

2.62; ToxCom 26 +/- 12.5; Control positivo 33 +/- 4.6 y control negativo O.
La bacterina BactTox redujo las lesiones heuménicas hasta en un 66%.

La bacterina ToxCom redujo las lesiones neuménicas solo el 21%.
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