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RESUMEN.

Se evaluaren dos diferentes inmunégenos elaborados a
partir de tycoplasma byopneumoniae y administrades en cerdos
por via inptraperitoneal. Se emplearon 12 cerdos
convancionales machos, raza Yorkshire de 8 semanas de edad.
Con ellos se formaron tres grupos experimentales de 4 cerdos
cada uno : Grupo 1. inoculado con 2.0 ml. de medio de Friis
por via intraperitoneal (I1/P):; Grupeo II, inoculados con 2.0
nl de una suspensién de M. hyoppneumoniae a base de células
completas E£in adyuvante por via 1/P ; Grupe 111, inoculado
con 2.0 ml de una suspension de M. hyopneumoniae a base de
ceélulas completas en adyuvante oleoso por via
intraperitoneal. Todos los cerdos se dessfiaron por via
intratraquesal con 20 ml. de homogeneizado pulmonar,
conteniendo M. bhyopneumphiae cepa 194, el dia 28
postvacunacisén. Los cerdos se sacrificaron el dia 50
posvacunacion (32 dias posdesaffo) y se evaluaron las
lesiones macroscdpicas de los pulmones y.se tomaron muestras
de ellos para los estudios bacterioldgicos e
histopatclogicos., También se tomaron muestras de cornetes
nasales para su estudio bacterioldgico. Se encontrd en el
grupo 1 una medis de 13% de lesidn neumdnica, mientras que en
los grupos 1I vy 11l fueron de 3 y 6% respectivamente; las
lesiones neumdnicas encontradae correspondieron a zonas de
consolidacidn rojiza y resolutivas. El adyuvante empleado no
produjo lesiones en peritonec visceral ¢ parietal. Por lo
menos en un cerdo de cada grupe se encontraron lesiones
microscopicas caracterizadas por una infiltracién
linfocitaria peribronquial. El aislamiento de M.
hyopneumomiage se logrd de cuatro animales, uno del grupoe I
uno del Il y dos del grupo IIX. El estudio bacteriolédgico
general revelsd que por lo menos un cerdo de cada grupo tenis

Pasteurella multocida. Las lesiones encontradas en los
cornetes nasales variaron en grado y aspecto, de ellas se
aisle Bordetella bronchiseptica vy P. multocida. Los

resultados qQue se obtuvieron en este ensayo, basadoes en las
lesiones encontradas, mostraron que la vacuna de M.
hyopneumoniae sin adyuvante y aplicada por via intaperitoneal
indujo mejor proteccidn contra el desaffo experimental con el
homogenaizado pulmonar con micoplasnma. S5in embargo el
aislamiento de P. multogida en un <erde de cada grupo
inmunizado, nos sugiere que la proteccién con los inmunbgenos
de M. hyopneunonise no previno la colonizacion del micoplasma
lo que favorecid el establecimiento de P, tmultocida que se
encontraba presente en los cornetes nasales, en los cerdos
aparentemente sanos. En egte estudio se observd que al! igual
que para vacunas ensayadas por otTos Brupos de
investigacion, ninguno de los dos inmundgenos protegld
totalmente, Ppues aunque se logrd 1la disminucién de las
lesiones, no se previno la colonizacion del pulmdn.



ABSTRACT.

Two Mycoplasma hyopneumopiae vaccines were avaluated in
pigs.Tuelve B-ueeks old conventional Yorkshirs male pigs were
used. Three groups wWere formed with four animals each one.
Group 1 was inoculated with 2.0 wml of Ffriis medium
intraperitoneally (I/P). Group II was inoculated with 2.0 ml
of Mycoplasma hyoppeumoniae whole cell suspension without
adjuvant. Group III was inoculated with 2.0 ml of Mvcoplasma
hyopneu i whole cell suspension with ¢il  adjuvant. All
pigs w challenged intratracheally with 20 ml, of a M
hyopneumoniae strain 194 lung-homogenized at the 28th day
post~vaccination (32 days post-challenge); macroscopic 1lung
lesions were evaluated and lung samples were taken for
bacteriological and histological analysis. In group 1. the
mean of pneumonic lesion was 13 A. In groups II and I1I the
mean of pneunonic leeion were 3 and 6 % respectively. Red
consolidation and resolutive zones uwere common lesions found
in lungs. The adjuvant that we used was not a cause of injure
neither in visceral nor parietal peritoneum. At least one pig
par group developed microscopic lesieons characterized by a
peribronchial lymphocites infiltration. M, hyopneumponiae was
isolated from one animal of groups 1 and II and from two pigs
of group I1I1. The bactericlogical analysis showed that at
least cone pig from each group had Pasteurella multocida. The
lesions in nasal turbinates varied in degree and apparency
and Bordetella bronchipeptica and F. multocida vere
isolated from thesa samples. The necropsial and
histopathological results showed that the M. hyopnaumeniae
vaccine without adjuvant administrated intaperitoneally 1led
to a bPetter pretectien against the W, hyepneumcniae  lung-
homogenized experimental challenge than the vaccine uith
adjuvant. Nevertheless, ieolating P. multocida from one pig
out of proups II and III suggest that none of these vaccines
pravented the mnmycoplasmae colonization., thus P. multocida
settled on the nasal mucous of apparently healthy pigs. In
this study we observed that as reported by other groups
working with the same types of vaccine none of the products
provided complete protection. The lessions decreased in the
vaccinated groups, but the coleonization ¢f lung tissue by
mycoplasma was not prevented.
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1. INTRODUCCION.

Las peérdidas econdmicas que originan los problemas
respiratorios del cerdo son la preocupacidn nundial de los
que se dedican a la produccién porcina. Existen -datos que
indican que al afectarse el teijido pulmonar, éste se refleia
en perdidas de crecimiento corporal del cerdo, asi Bassine et
al(1971) considera que apartir de un 15 % de lesion pulmonar
el animal va perdiende 1.15 kg de peso. Burch (1982)
establecié que cuandoc en un cerdo estdn afectados todos sus
lébulos pulmenares. tiene un decremento del crecimiento en un
80 7 y Pijoan (1982) indica que por cada 10% de tejido
pulmonar afectade, el animal sufre un retras> en el
crecimiento del 5% (Pijoan,1982).

La 1lnvestigacioén actual esta enfocada a comprender las
diversas enfermedades respiratorias tales como la
pleuroneumonia contagiosa, neumonla enzodtica. pasteurelosis
v la rinitis atrdfica, para asl controlarlas . adecuadamente.
Se reconoce que la "Neumonia Enzodtica' es una enferm=dad d=
importancia en la produccidn porcina, por su alta incldencia
{75%) lo que implica elevadas perdidas econbmicas
({Armstrong.1982; Morrison et al..1986; Pointon. 1985 a}

Mycoplasma hvopneumoniae es el agente etiolégico

primario de la Neumonia Enzootica (Hannan et al,1984; Hodges,
1969) ., Cuando este microorganigmo estA ausente en los cerdos
de crecimiento y finalizacién, el dafio econémico es menor. La
importancia del nicoplasma puede ser sobreevaluada si  se
plensa que esta bacteria por si sola puede causar dicha

neunmonia, pues es una enfermedad clasica con detersinados



signos clinicos v alteraciones patolégicas tipicas del
pulmén, de origen multifactorial (Ross, 1984; Pfifer v Ross,

1983 ; Pointon, 1985 a: Yaghiashi.1984).

1.1 Caracteristicas generales de M. hyopneumcnise.

La posibilidad de gque un micoplasma estuviera involucrado
en la Neumonfa Enzootica fue investigada por dos grupos: uno
en Iowa, en E.U.A. v otro en Cambridge, Inglaterra. Ambos
reportaron en 1965 un micoplasma que produc{a neumonia tipica
en los cerdes, al cual los americanos llamaron M.

hvopneumoniae v los ingleses M. suipneumoniae:
posteriormente, mediante la prueba de inhibicién metabdlica.
se demostré que eran serolégicamente idénticos (Armstrong,
1982). E1 Com}te de Nomenclatura de Micoplasmas dié pricoridad
al uso de M. hvopneumoniae (Pijoan, 1982)

El microorganismo se caracteriza por no pasar filtros de
0.22 micras v ser uno de los organismos mAs exigentes del
genero Mycoplasma (Switzer y Ross, 1978). Por observacién con
microscopis electrénica revela la presencia de pequefios
filamentos en un medio que contiene suero de equino, ademds
de la presencia de una capsula (Tajima et al,.1985), Es un
microorganismo de crecimiento lento, tarda de 7 a 10 dias en
crecer vy su mayor crecimiento es en medios -l1iquidos. En
medios solidos se desarrollan colonias de 0.5 mm de diametr&.
caracterizandose por no presentar la protuberancia central
tipica que le da la apariencia de huevo estrellado, algunos

autores la observan como "gotas de rocfo"

{Etheridge, 1979 a,Friis,1969). Cuandc se tifie con Giemsa, se



observan cocobacilos delgados de 0.1 a 0.2 micrémetros de
diametro, o como pequenfas ramificaciones de 0.1 a 0.2
micrometros de grosor. En cultivos celulares crece formando
grupos difusos como cocos de 0.5 um de diametro, en cadenas
cortas ¢ anillos de aproximadamente 3 um de didmetro
conteniende una estructura parecida a un coco.

Este agente sélo afecta en forma natural al cerdo. Los
animales de experimentacién como el hurédn, embrién de pollo,
cobayo., mone rhesus, no han mostradc suceptibilidad al
agente. No hemolisa los globulos rojos del cerdo, caballo,

vaca o pollo (Switzer and Ross,1978).

1.2 Ant{gencs de M. hyopneumoniae.

El analisis antigénico de los micoplasnas es
axtremadamente dificil. debido al pequefio volumen de
microorganismos que se obtiene ( 5- 20 mg/ litro de medio de
cuitivo})., La antigenicidad se encuentra localizada en 1la
menbrana citoplasmatica, especialmente en log
lipopolisacaridos que cuando se asocian a proteinas, =son
capaces de estimular la produccion de anticuerpos. Los
estudios sobre la naturaleza quimica de los micoplasmas han
sido realizados por varios autore; y los resul tados
encontrados revelan que existen antigenos proteicos,
glicelipidos y polisacaridos (Ciprian, 1979).

Ro y Ross (1983) han comparado algunas cepas de M.
hyopneumoniae, encontrandce una diversidad antigénica entre

ellas, revelada por pruebas de inmunolectroforesis
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bidimensicnal. Los determinantes antigénicos son proteinas,
glicolfpidos vy fosfolipidos que se localizan en la superficie
celular. Las diferencias en la virulencia, inmuncgenicidad vy
distribucion geografica no han side determinadas.

Young v Ross (1987) wutilizando 1la técnica de
inmunotransferencia con las siguientes cepas de micoplasmas
porcinos: M. hyoppneumoniae cepas J vy 194, M. flocgulare cepa

Ms 42 v M. bhvorhinis., vy los sueros de animales

convalecientes de M. hycpneumoniae, M. hyorhinis v

antisuero porcino de M. fleocculare. encontraron que los

anticuerpos detectaron cinco antfgenos, estimandc sus pesos

meleculares en ; 110, 64, S0, 41 y 36 kDa, Hallaron tambien

flocculare v M. hyorhinis. Asi los antigenos de 110,50,41 y
36 kD de M. hyopneumgniame cruzan seroldgicamente con M.
flocculare. El antigeno de 36 kD cruza con M. hvorhinis. El

micoplasmas mencionados fue el 64 kD, el cual puede ser

utilizado como antigeno especi{fico para el diagnéstico de M

En otro trabajo Young, Yu Wei y Ross (1990) utilizando
lavados bronquiales de cerdos inoculados con M.
hyopneumoniae, cepa 232 y mediante la récnica de
inmunotransferencia detectaron anticuerpos que reconociercon a
diferentes antigenes cuyos pesos moleculares seon : 200, 110,

97, 95, 80, 78, 74, 70. 60. 52, 50, 4«1, 36 Kd. Es de especial

interes el antigeno de 97 Kd, va que es el primero en



S
detectarse a partir de los 35 dilas postinfeccioédn por
anticuerpos IgA e 1gG.

Klinkert et al (1985} hacen inmunoelectrotransferencia y
describen cince antigenos, és5tos se denominan como P90, Peg,
P50, P30 y P26. Existen evidencias de que las protelnas P90,
P68 vy P50 tienen localizacion superficial.

Poco se sabe acerca de los componentes de la superficie
de los micoplasmas que contribuven a la interaccidén con las
celulas del huesped. En el caso de . pneumoniae una
proteina, la P1, ha sido involucrada dentro del proceso de
parasitisme a las células blanco, asi como una adhesina de

160 - 190 KD {(Feldnc: ., Gobel and Brendt., 1982).

Un antigenoc proteico de M. hvorh

(P 120) se ha

observado en la superficie del organismo durante la
colonizacion de las ceélulas del huesped. Geary y Walczak
(1985, a y b} han aislado e identificado un factor citopatico
de M. hvopneumonise a partir de membranas de la cepa VPP 11%.
Este factor &5 una protelna con un punto isceléctrico de 6.2
con un peso de 54 kD, capaz de inducir un efecto citopatico

en fibroblastos de pulmén humano {MRC-5}.

1.3 Inmunidad.

En las infecciones naturales por micoplasmas es notoria
una marcada respuesta de inmunidad celular, a causa de la
escasa antigenicidad de estos microorganismos y a la
naturaleza cronica de la enfermedad que producen. Se conocen

hasta el momento una serie de eventos que se suceden, siendo



estos 1os que a continuacién se describen.

Existe primero una interaceién entre M. ¥
células especificas localizadas en pulmén, nddulos
linfoides, retrofaringeos y bronquiales. ocurriendo la
presencia de inmunoglobulinas en secreciones

traquecbronquiales en una cantidad elevada a las dos semanas
postinfeccion. Posterjormente se han observado células con
inmunoglobulinas especificas en su superficie <contra M,
hyopneumonise en tejidos linfeides y pulmén a las 3 y 4
senanas posinfeccion. Un dato significativo es que la
presencia de anticuerpos coincide con la aparicion de las
lesiones neuménicas (Suter et al.1985).

En una infeccisen con M. hyopneumoniae, se observa que
la proporcién de ceélulas que contienen IgA:IgG es de 1:3 en
mucosa nasal y en ganglios retrofaringeos, cambiando esta
proporcién a 1:15 en nédulos linfoides bronquiales. En estes
néduleos, a las tres semanas posinfeccidn se encuentran todes
los isotfpos de inmunoglobulinas pero sobre todo la clase 1gG
que aparece desde la primera semana.

Se han estudiado las secreciones traqueeobreonquiales
utilizando la técnica de ELISA encontrandose que las
inmunoglobulinas IgM e IgG predominan en las primeras fases
de la infeccion, mientras que las IgA van incrementandose
p.rogresivamente {Suter et al,1985).

Los anticuerpos séricos tienen un comportamiento
diferente al observado en las secreciones traqueobronquiales.

Estos anticuerpos se datectan 5 semanas posinfeccidn, siendo



las g6 las mas importantes detectadas por 1la teécnica de
ELISA. Se encuentran diferentes niveles de especificidad
ademAs de que se ha observado la aparicidn de anticuerpos por
medio de diversas pruebas ( Cuadro 1).

CUADRO 1

PRUEBAS SERCLOGICAS DESARROLLADAS PARA

EL DIAGNOSTICO DE LA MICOPLASMOSIS PORCINA.

Fijacion de complemento.

Hemoaglutinacién indirecta.

Aglutinacién en tubo.

Aglutinacion rapida en placa.

Aglutinacisn en latex.

ELISA

ELISA Tween 20.
Tomado de Suter et al 1985: Armstrong et al
1983; Bruggman et al 1977 a y b:; Etheridge et al.
1979 a v b; Freeman et al1982; Lam et. al, 1971 a;
Mckean, et al. 1979: Sands,et ali1ss82: Schuller.,1977.
Slavik,1976 ¥ 1981; Ross 1990.

Las pruebas de ELISA y Fijacién de complemento son las
mas utilizadas. Actualmente se ha desarrollado la prueba de

ELISA Tuween 20 que reduce al minimo las reacciones cru=zadas

teniendo tambi&n eésta prueta ampliaz

perspectivas para el monitoreo de hatos. particularmente en
la deteccion de anticuerpos de calostro de cerdas
(Ross.1990). 3Sin embargo, a pesar de que en estas pruebas rse
ha observado la aparicion de altos niveles de anticuerpos,.
&stoc no confieren proteccién (Lam v Switzer,1971,b:
Etheridge et 2l 1979 a; Lloyd et al, 1984).

Con respecto a la inmunidad celular, ésta ha sido medida
por las técnicas de transformacién blastoide (Roberts,1972;
Kishima and Ross,1985; Tajima,1983), hipersensibilidad

cutanea (Adegboye.1978; Itraraksa gt al 1983) encontrando una



respuesta significativa a 1las dos pruebas hasta por un
perfsdo conmprendido de 44 a 66 semanas posinoculacién, as!
mismo se ha detectado que existe una alteracién de la funpcion
del macrodfago alveolar e inmuposupresién en los cerdos
infectados (Ross.1990). También se han detectado anticuerpos
contra las glicoprotefnas de membrana de los eritrocitos de
cerdo despues de una infeccidn experimental con M.

nygpneumgoniae, apoyando de esta forma la asociacién de
enfermedad autoinmune en la patogénesis de esta enfermedad
(Suter et al, 1985).

Por otro lado se ha observado que los animales recuperados
deserrollan una fuerte inmunidad a la enfermedad, ya que en
la exposicion experimental de cerdos, cuatro meses despues de
1a primoinfeccién no desarrcllan neumonia., en comparacién con
los cerdos que no tuvieron primoinfeccidén. Sin embargo, esta
inmunidad es de corta duracién va gue pueden desarrollar el
proceso neumonico a los 11 meses después de una infeccién

inducida (Lam y Switzer,1971 b).

1.4 Control de 1ls Neumonia Enzoétics medisnte vacunacién.
LS vacunaciotn ha mostrado inducir proteccitén en otros
modelos experimentales de micoplasmosis respiratoria, as{
tenemos M. pneumonise en hamsters, M. pulmonis en ratén y

ratas, M. bovis en bovinos y M. gallisepticum en pollos. Los
inmunoégenos preparados han reducide la colonizacién en el
pulmen de estas especies ( Ross et al, 1984).

La wvacunacidén contra M. hyopneumoniae se ha intentado por



varios investigadores, pero c¢on resultados poco alentadores
{ ver Cuadro 2 ) pues no confiere una proteccién duradera,
debido primordialmente 2 la naturalerza del micoplasma qQue es
antig&nicamente muy pobre { Flores, 1882 . Goodwin, 1982b),
Otro factor que se ha mencionado en el fracaso de la
vacunacidén es que la membrana del micoplasma es muy parecida
a las membranas de los mamiferos, lo cual 1la hace poco
antigeénica por no ser " extrafa” (Pijoan et al 1986).
Whittlestone (1976) consideraba que el fracaso en la
elaboracion de vacunas para afecciones causadas por
micoplasmas porcincs radica en la dificulted de la produccioén
de antigenc y de encontrar un adyuvante eficaz. Sin erbarge
al parecer esta dificultad ha sido mejorada con la produccion
de bacterinas por laboratorios comerciales, dado que estos
han encontrado la forma de producir masivamente el
micoplasma, mediante la utilizacién de cepas de micoplasmas
de alta reproducciédn y la optimizacién de los medios d=
cultivo" haciendo de esta manera econdmicamente rentable 1la

venta de la bacterina.(Dayalu y Ross, 1990 : Petersen et

-]
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19903} .

A, Inmunégencs convencicnsles.

Los primeros trabajos realizados con una bacterina
eficiente por Goodwin et al fueron con M. hyopneumoniae
inactivado -con formol. Estos autores encontraren gque la

inmunizacién de los cerdos por via subcutanea no produjo

ningln efecto considerable, en relacién al crecimiento de los



CURDRE T, EVOLUCIDN DT LOF INKWNGGERDS VIILIZADES FRRA LA PREVENCION DE L& MELSONIS ENZDOTICH

K L1} {i3 TIPOS ¥ CRRSCTERISTOCAS DEL fmAunDEint Vs BE Ixagsizazies] 1ipe b CEADD
&, [RAUNDGENDS CONVENCIOWRLES
E811) Soadaine B Tormalizado o ACF in Gns1eRintIco
197 Lom v Sultter th. lnuh cont
v n i
' [ 4 l 5 13
. 4n=-n nlen * AL¥ " 11
& N it m.m: “lF 3 1]
. ) f
12 !n:urlr.-- & hmhm: lnnnn- con femal en it CONVERSIONAL
aneEd hidrosiés dn dun
"wn Gepduin yoo
vmu‘n!m Roh forrodizade en Exfurentes adyuvanter . s¢ SH
o tarrinpten’ £.h on una ase clesss 1 5t
»
197 Siavid ets i, R ho #nun adjuvente shecse n SFF
"y Ytigtensen R.h b &CF i i1
"
1942 {th{tdyt ¥ Tohe vive HN A §HF
isy
1944 Bass o al, l{ull ¢ 1lnu ll B.h » BIF |E 144
e , i
selucten
ins Kishies oo ala a.a. lnn\ vads cob agr n SeE
!1 eeh puliate :w
1.al. n 113
1198 Petersen otaal Cepa So. r\%eesn‘:n etivady n cnnvzncmw.
yuven Teses
vy he i 1 40 b, O YhAF-$3 n 144
e bavuiuy dess ‘ “" =lW"n‘ur\ mhnnv:ry‘v:nl' 'g mviumm
HEAGTHN HI
L Y llHDiﬂG(Ig bt EXTRACTOS CRubds i
RERBRARS
1967 Kebirch et.al, Penbrana plaseitics ge Kby L] &s?““
1918 Kabirch ataal, Renbtash plusndticn 4o Boh, 5] LECHON
3
¢ BE §
K1) Torp v Faulfs Froteins do 245 Xa, < <
1998 Young ot i, Protefna & ¢4 W4 < <
1M [ITNININ Prevelas 4o 13 K4, < <
L 1958 Stranaer stoal, Proteina 4o 38 Ki, < <
A.ht Ayteslas sy, ) 1. v R -
g quil'.:""'”i"s':f i ne bl .nal':nl‘\::m'. 1% ‘zi H M;:M::unni . }s J, agtinn!
LI Illl n"lrl\lrllh [LER A i :uuvln“ thcempliet’ ’nunl

10



11

animales, o bien respecto a la frecuencia o intensidad con la
que se presentéd la neumoni{a; por el contrario, el usc de otra
bacterina por via intramuscular,similar a la antérior pero
limitante de que se produjeron reacciones locales muy severas
debidas al adyuvante . Las bacterinas formolizadas no
confirieron inmunidad significativa, ain cuando se lograrcr
titulos elevados de anticuerpos. (Citado por Ross, 1984)

Lam vy Switzer (1971, b) usaron cinco bacterinas con
diverso tratamiento de inactivacion ( ver Cuadro 2) las
cuales fueron efectivas, va gue al inocular a 56 cerdos con
cualquiera de las & preparaciones (A, B, F, G) unicamente 132
cerdos (23.2%) presentaron lesiones neuménicas, después del
desaff{o intranasal con cultivos del micoplasma v en el grupo
control que consto de 54 cerdos, 45 de ellos presentaron
lesiones neumdnicas (83.3%)., Estos datos indicaron que estas
bacterinas podrian ser usadas en la prevencidn de ia
micoplasmosis pulmonar porcina. Sin embargo, el aislamiento
del micoplasma de los grupos inmunizados establecid que unha
verdadera vacuna deber{a prevenir 1la colonizacién del
micoplasma en el pulmodn. Otro aspecto que se observd e€s que
el encontrar niveles altos de anticuerpos medidos por la
prueba de hemoaglutinacién indirecta, no era sinénimo de
proteccion. Se tienen datos de una bacterina elaborada vy
vendida en Suiza por los laboratorios Pfizer que fue usada

. para la prevencien de la Neumoni{a Enzoética. Dicha bacterina

contenfa Mycoplasma hyorhinis formolizado adicionada con

hidroxido de aluminio como adyuvante. De acuerdo a la



informacion obtenida se vendieron 10,000 dosis entre los ahos
de 1962 v 1968. Sin embargo, no se conoc¢e 1la razén del uso de

M. hyerhinis. que siendo serolégicamente distinto de M

hycpneumonise. se haya usado para 1la prevencidon de 1la

micoplasmosis pulmonar porcipa (Lam and Switzer , 1971 b).
En 1876 se reportd una vacuna oleosa que proporciond una
proteccién del 75% (Citado en Goodwin, 1982 b).
Krigtensen et 21(1981) prepararon una bacterina con M

hyoneumoniae inactivada en adyuvante completo de Freund, que
fue probada en lechones a los cuales se les determind 1la
respuesta Iinmune celular - humoral vy el efecto protector de
la inmunidad producida. La reepuesta inmune celular fue
medida por transformacién blastoide v la humoral por 1la
prueba de ELISA. Después de la vacunacidn los animales
mostraron una marcada sensibilizacién de los linfocitos y wun
alto titule de anticuerpos, sin embargo, cuande los animales
fuercn desafiados por una infeccion natural (fueron puestos
en contacto cén animales que presentaban signos de neumcnia
enzoodtica), no se observd un efecto protector de la
inmunizacion, va que los resultados histopatolégicos,
bacteriolegicos y de inmunofluorescencia entre los grupos no
vacunado y vacunado no mostraron diferencias.

Etheridge y Lloyd en 1982 reportan que al utilizar una
vacuna viva por vias intravencsa, subcutanea e
intraperitoneal. M. hyopneumoniase fue aislado en menor
frecuencia de los cerdos inmunizados (citado en Ross et al.

1984) .
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Se ha reportado que el dextrdn sulfato (DS) aumenta la
reaccion de hipersensibilidad retardada para M. pulmonis en
el raton, por lo cual Kishima, Ross y Kaniyasu (1985)
evaluaron el efecto de esta substancia con c&lulas muertas de
La respuesta celular fue determinada por 1la prueba de
transformacién blastoide y la respuesta humoral por la prueba
de fijacidén de comr'lamento. Tanto la2 respuesta celular come
la humoral con M. hyepneumoniae con DS fueron superiores al
2rupo que solo recibid¢ el micoplasma y con el que no fue
inmunizado; La media de los porcentajes de lesidn neumdnica
so0lo v el sin vacuna fue de 1.21, 4.02 y 8.47%
respectivamente. Por lo que en éste trabajo, la severidad de
la neunonia uvtilizando al DS como adyuvante fus
significativamente menor que con el grupo no vacunado.

Ross et al (1984) prepararon varias vacunas utilizendo
células completas del micoplasma, extractos de celulas,
sobrenadante de cultive y ceélulas lavadas con solucién
salina. Los resultados obtenidos de la bacterina con células
completas mostrd que la concentracién de 10 ? unidades
cambiantes de color (CCU) fue.la que dié mejor proteccidn,
mostrando con esto Qque no se requiere de un cultivo
concentrado para la produccion del innundégeno. De los
sobrenadantes obtenidos por lavado de solucion salina del

micoplasma se observo que estos tenian actividad pProtectora.
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RoSs Sugiere que esto se debid probablemente a que durante el
proceso de centrifugacion no se removio toda la membrana del
micoplasma, probablemente contribuvendo esto a inducir
proteccion. Las ceélulas tratadas con calor también mostraron
actividad protettora., manteniéndose ésta hasta los B0 C.  Los
extractos no tuvieron ningun efecto protector, incluse dichos
extractos incrementaron el desarreolle de lesiones.

ROSE ¥y sSU grupo. €n conjunto con log laboratorios Smith
Kline Beecham Animal Health, utilizaron dos vacunas
denominadas XMHP4~-1 v XMHPS, ambar contienen célulase
completas e inactivadas de M. hvopneumoniae con un advuvante
no mencionaddb, difiriendo 1las dos por el tipo de agente
inactivante wutilizado. Estas dos vacunas fueron evaluadas
primere en cerdos libres de enfermedades respiratorias. De
las dos vacunas la denominada ¥MHPS fue la que produje una
relativa proteccion contra la exposicidon intratraqueal de
homogenizado ;ulmonar del micoplasma, va que &sta vacuna
produjo reducciotn en el porcentaje de lesion pulmonar, de
lesidn microscopica y del numero de cerdos positivos a
inmunoflorescencia. Al realizar wuna prueba con cerdos
convencionales utilizando ésta vacuna v con un desaffo con
dos tipos de cepas de Mycoplasma hvopneumoniase se observd que
el grupo control mostré una media de lesion pulmonar del
41.15% Vv el grupo vacunado solo el 6.8%. <Ceonfirmdndose con

éstos datos 1la eficacia de €sta vacuna (Dayalu y Ross. 1990).



Los 1laboratorios Seolvay Animal Health han elaborade wuna
bacterina con 1la cepa de M. hyopneumcniae denominada cepa

Solvay 1002, la cual en un estudio previo nmostro ser la mejor

en producir lesién pulmonar v en crecimiento " in vitre”. La
bacterina ésta formada por células completas de M.
hyopneum inactivadas mediante un “procedimientc

especial”.

Al comparar la eficacia de esta bacterina c<on una
formolizada, en animales de granjas del estado de Iowa con
#. hyopneumoniae «.:ufirmado, se observé que en animales
vacunados con la tacterina formeclizada, otros con la
bacterina de"Solvay vy en cerdos del grupo control presentaron
un porcentaje de lesidén pulmonar de 26.«4, 11.6 y 30.4 %
respectivamente. En otras pruebas de campo realizadas se ha
observado reducciones de lesion pulmonar del 0 v 67%. Cabe
hacer mencién que ésta bacterina ya se encuentra disponible

en Mexico.{Petersen et al, 1990).

B. Inzunggencs cde extractos de membrana.

El uso de membranas de M. hyopneumoniae como inmunogencs
ha sido utilizadc vacunando cerdas para que é&stas a traves de
calostro transfieran anticuerpos protectores a loe lechones.
Los resultados muestran que de esta manera los animales 8se
protegieron pasivamente contra la infeccion experimental del
micoplasma. En otro trabajo en cooperacién con los
laboratorios Rhone Merieux se encontraron evidencias de que
la misma vacuna puede inducir inmunidad activa cuande se

administra en lechones (Ross. 1990).
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€. Inmunogencs de subunidades.

El usc de antigenos a base de subunidades para el
desarrollo de vacunas ha sido contemplado por varios grupos.
Una protefina especf{fics de 64 Kd, la cual aparentemente tiene
funcien de union, ha sido utilizada comoe {inmunégeno. sin
embarge en un estudio piloto no indujo proteccidén en cerdeos.
Trabajos realizados en los laboratorios Lilly Sinergen
usande vacunas preparadas con la protefna de 85 Rd obtenida
de cepas nativas o por ingenieria genética, han demostrado
que proteje significativamente contra la neumenf{a
experimental. Otros candidatos protefcos para estudio como
posibles inmundgenos seran las protefnas de 36 Kd y de 74.5

Rd. (Ross, 1990).

1.5 Produccién de cerdos libres de micoplasmas.

La creacidn de este tipo de hatos es el métodc mas
efectivo para controlar la Neumonia enzodtica (Betts, 1972,
Madsen, 1982). Comprende la completa despoblacién, limpieza vy
desinfeccidén de las unidades de cria, que se dejan usar un
determinade tiempo {(por 1o menos 3 - 4 dias) para después
repoblarlas con animales libres de la enfermedsad. Resulta
sumpamente diffcil obtener animales 1libres de Neumonia
enzodtica de las granjas, por lo que se recurre a la compra
de cerdos obtenidos por cesirea y que han sido privados de
de calostre, que ge mantienen en areas de aislamiento
estricto (Goodwin, 1965,1971, 1984: Minitis, 1982). A la edad

de 4 a 5 semanas, se pueden destinar a las granjas los
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lechones. Una vez que se restablezca la piara, quedara
cerrada a toda persona ajena a la granja, fomites,.etc.. Asi
las granjas libres de la enfermedad deberidn ser observadas
estrechamente para mantenerlas libres (Goodwin, 1972,1985 b},
La forma mas eficaz a corto plazo para las condiciones
prevalentes en nuestro pals, es la instauracién de granlias
libres de micoplasmas. Esto se consigue iniciando las granias
con lechones procedentes de cerdas de mas de tres partos.
Dicha practica se fundamenta en las siguientes razones:
- que dichas cerdas s2 curan espontaneamente y no infectan a
sus camadas
- el mantenimientc se facilita porque aun no se ha
establecido que los objetos contaminados, tales como 1la ropa,
botas, etc., intervengan en la transmisién, sino que
requieren de contacto directo entre el animal infectado y el

susceptible (Fahay,1982)

1,8 Profilaxia con antibidticos.

Los medicamentes han probade ser Otiles en el conirel de
infecciones secundarias y tienen importancia en la prevencion
vy disminucién de la infeccion contra micoplasmas (Cuadro 3).

Los antibioticos mas usados son las tetraciclinas,
lincomicina y tiamulin, que han tenido efecto Bobre 1la
reduccién de la severidad de las lesiones. Recientemente han
sido creados dos métodos, el MEW (Medicated early weaning,
destete tempranc medicado) y el Isowean, basados en el uso
energico de antibidticos para prevenir 1la transmisidn de

enfermedades de la c¢cerda al lechon.
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CUADRO 3
ANTIBIOTICOS EMPLEADOS EN EL CONTROL DE LA
NEUMONIA ENZOOOTICA

Aminoglicoésidos
Cefalosporinas
Nitrofuranos
Macrolidos
Tiamulin
Tetraciclinas.
Tilosina
Lincomicina
Enrcfloxacin
Norfloxacin

Adaptado de Burch,1982b; Degeater,b1982;

Etheridge. 1979 c: Forster.109B82; Gatmeittan

1982: Goodwin, 1985 a; Hodges, 196%; Huhn,1982:

Hsu, 1982:; Meszaros,1985;Pattersgon,1982: Pointon,1983
v 1985b: Ross, 1990: Stipkovits,1978.

Dichos me&todos han probado producir hatos libres de
enfermedades 'respiratorias incluyendo neumonf{a enzodética vy
rinitis atrofica, utilizando los lechones de esta granja para
programas de repoblacidn (Ross, 1990},

Sin embargo todos los medicamentos mencionades solo ayudan a
reducir la sBeveridad de ls enfermedad, pero no previenen la
infeccidn pulmgnar, incluso el efecto patoldgico es suprimido
durante la administracién de medicamentos. sin embarge, se
pueden desarrollar lesiones tipicas de micoplasma después de
que los antibiodticos se dejan de suministrar. Otroe
inconvenientes de uso de antibidticos es la elevacidén del
costo de las raciones, asi como la seleccién de cepas

resistentes.
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2, HIPOTRSIS DE TRABAJO,

Existen numerosos ectudios sobre la experimentacién de

diversas vacunas de Mycoplasma hyobneu

moniae, para prevenir
la neumonf{a enzo6tica, que han sido aplicadas por diferenter
vias M en cerdos libres de patdgenos especificos,
gnotobisdticos o privados de calostro; los resultados muestran

la poca efectividad en cuante a2 la protecciédn.

La hipétesis del presente trabaje, plentea gue la
administracidén de M. hvopneumoniae por via intraperitoneal
estimularéd a macrdfsuos y 2 linfocitos B del tejido linfoide
relacionade con intestino (TLRI, en inglés GALT de gut
associated lymphoid tissue) ¥y que, a través de la circulacidn
linfocitarila, que se pretende denominar como circuite celular
intermucosal, se estimule al tejido linfoide relacionado con
los bronquios (TLRB, del inglés BALT de bronchus associated
lvynphoid tissue) para producir anticuerpos que serdn capaces
de reconocer al micoplasma en la mucosa respiratoria y evitar
de esta manera la colonizacisén del tejido pulmonar

{Scicchitiano et al,1984).

Por 1lo c¢ual, se plantea como objetivo principal 1la
evaluacion de dos inmunégenos, que aplicados por, via
intraperitoneal sean capaces de prevenir la enfermedad en

cerdos convencionales.
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Resumen del Plan de Trabajo.

Para poder cumplir con el objetive planteade se hizo leo

siguiente:

1. Se produjo biomasa de M. hyopneumoniae.

2. Se prepard un adyuvante a base de Corynebacterium ovis
y Be determind su inocuidad en conejos y cerdos.

3. Se prepararon dos inmundgenos de M. hyopneumoniae.
uno a partir de células completas, inactivado con
formaldehido y suspendido en adyuvante y otro de
celulas completas sin adyuvante.

4. Se vacunaron cerdos convencionales por via
intraperitoneal.

5. Se evaluaron los inmunégenos mediante el desaflo a

cerdos vacunados ¥y no vacunados, midiendo 108

siguientes parametros:

a) Signos clinicos respiratorios y temperatura.
b) Leslones pulmonares macroscopicas y microscopicas.

c) Recuperacién de M. hyopneumonia,

[
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MATERIALES.

3.1.1. Preparacién del inmundgeno.

Se wutilizé 1a cepa 194 de M. hyopneumoniae obtenida a
partir de un homogenizado pulmonar,libre de virus (donada

por el Dr. Ross, Universidad del estado de Iowa, E.U. ).

3.1.1.2 Produccién del adyuvante.

Para la produccidon del adyuvante se enpled una cepa de
Corynebacterium ovis. de 1la coleccidn de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, U.N.A.M., aislada a partir de
una muestra de linfoadenitis casecsa. Aceite mineral (Sigma
Chemical), Tween 80 (Sigwa Chemical) ¥ solucidn amortiguadé

de fosfatos (PBS) de pH 7.2

3.1.2 Prueba de inocuidad del adyuvante.

Se utilizaron dos lechones de raza Yorkshire destetados
a2 la quinta semana, provenientes de madres de quinto parto
procedentes de una granja sin antecedente de micoplasmosis
pulponar, 2 los cuales se les alimentd con *Lechoncina’ libre
de antibioticos de usc terapéutico. Asi mismo se emplearon
cinco conejos de 2 kg de peso, raza Nueva Zelanda,
alimentados con "Conejina". Ambos productos fueron de Purina

de Mexico.
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3.,1.3  Grupos experimentales.

Se utilizaron 12 lechenes, raza Yorkshire, destetados a
la quinta semana, provenientes de madres de quinto parto, de
tres diferentes camadas, procedentes de una granja sin
antecedentes de micoplasmosis porcina.. Estos animales fueron
alimentados con “Lechoncina™ libre de antibidticos de wuso

terapeutico. (Purina de Meéxico).

3.1.4 Histopatologia.
Se utilizé una solucién de formalina amortiguada al 10%

para fijar todas las muestras que se colectaron.

3.1.5. Cultivo y aislamientd de microorganismos.

3.1.5.1. Hedi;s de cultivo para micoplasmas (Friis, 1969,1971
ay b,1977}).:
Medio HP "Hyopneumoniae" modificado por Friis.

Solucion salina balanceada modificada de Hanks 152 ml

Extracto de levadura esteril 18 ml
Agua destilada 225 ml
Ir. 1sion cerebro corazén (Difco) . 2.5 gr
PPLO Caldo (Difco) 2.5 gr
Rojo de Fenol (0.22R%) 3.5 ml
Bacitracina 75 mg
Meticilina 75 ng
Suero inactivado de cerdos 100 ml

Medios basales : PPLO Ww/o CV (Difco Laboratories No.
0554-01}), Infusién cerebro corazen (Difco Laboratories

No. 0037-02),



Solucioén salina balanceada de Hanks.

Agregar en el orden descrito :

Solucidn Stock "A" NaCl 80 gr.
KC1 4.0 gr.
MgSO .7H O 1.0 gr.
& 2
MgCl .6H O 1.0 gr.
2 2

Agua destilada hasta 400 ol
cacCl 1.4 gr

2
Agua destilada hasta S00 ml.

Soluclon Stock B

NaH PO .12 H © 1.5 gr
2 4 2

Agua destilada 400 ml.

KH PO 0.6 gr.
2 4

Agua destilada 500 ml.

Al momento de su uso, 25 ml de la Sol."A" se mezclan con
agua destilada ( hasta 400 nl), despuds se agregan 25 ml. de
la 501, "B" y se completa con agua destilada hasta 500 ml.

El wmedio de Friis se ajusts con NaOH 1 N a un pH de 7.6. El
extracto de levadura y el suero se esterilizaron por
filtracion y fueron adlcionados junto con los antibidticos a
los medios previamente esterilizados en autoclave a 121 C 15
1b/pulg , durante 1S min.. Los medios se distribuyeron en
tubos esteriles ( 13 x 100 mm) con tapon de baquelita,

conteniendo & ml. cada tubo. Para la preparacién de medios
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solidos ese utiliza la misma base de medios liquidos, pero se
adiciond agar noble a una concentracion de 10 gr para un

litro de medio l{quido.

Extracto de levaduras,
Se supendieron S0 gr de levadura fresca de panaderia en
100 ml de KH PO4 0.2 M.. Se calentd a 80 - 85 C durante 20
minutos, se clarificd mediante filtracidn con cartuchos
Millipore ‘“Lifegard” CP-15 y se ajusté el pH a 7.6 <on  uha
solucién 1 N. de NaOH. Se esterilizé per filtraciodn
(membranas de Millipore 0.22 micras) y se almacend a -20 C

hasta suU uso.

3.1.5.2 Medios de cultivo para Corinebacterias.

Se empled caldo infusion cerebro corazén (BHI, Bioxon de
Maxico) suplementado con suero de equino al 10 R,
utilizandose el mismo con agar al 1.5 % para la preparacion

de medio seélido.

3.1.5.3 Medlos de cultivo para Pasteurelas.
Se wutilizo Base de agar sangre { Bioxon de México)

adicionado con sangre de bovino al 5%.

3.1.5.4 Medios de cultivo para Bordetelas.
Se wutilizaron Base de agar sangre con 5% de sangre de

bovino y Mac Conkey ( Bioxon de México).



3.1.6. Medios
micoplasmas.
3.1.6.1 Micoplasmas.

3.1.6.1.1 tedio de hidroélisis de
PPLO Caldo ( Difco)
L- arginina HCl

Rojo de fenol { Sol. C.2%}

Agua destilada hasta

Se ajuste

¥ pruebas de diferenciacién
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bioquimica pare

la arginina.
10.5 gr
5.0 gr
6.25 ml
250.00 ml

el pH a 7.0 con NaOH 1 N, se esterilizé por
filtracion vy se agregaron asépticamente los siguientes
compuestos estériles
Suero de equino 100.00 nl
Extracto de levadura 50.00 ml
Penicilina G potasica 250000 Ul

3.1.6.1.2, HMedio de glucosa
Se utilizaron como base los

glucosa a razén de 1 gr por 1000

a 7.0 vy posteriormente se agregaron en forma

componentes estériles siguientes:

medios de Eaton y Friis con
ml de medio. Se ajustd el pH

aséptica 1les

Suero de equino 200 ml
Extracto de levadura 100 ml
Penicilina G sodica 500000 UL

Los dos medios anteriores fueron distribuidos en tubos de

13 x 100 con tapon de baquelita conteniendo 4.5 ml cada

Yy se almacenaron a 4 C.

tubo
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3.1.6.1.3. Prueba de dependencia de esteroles.
Se prepararop soluciones de polianeto sulfonato de sodio

{Liquoid Roche ) al S % y digitonina al 1.5 %.
Se esterilizaron por filtacion. Una gota de Liquoid o
digitonina, se colocd sobre discos de papel filtro

estériles, se secaron a 37 C y se almacenaron a 4 C.

3.1.6.1.4 Prueba de produccién de peroxido de hidrageno .
Se prepard una solucioén al 0.1% de azul de metileno en
agua destilada, se esterilizé en autoclave y se almacend a 4

Cc. as! mismo se emplearon glébulos rojos tipo "O" de humano .

3.1.6.2 Pasteurelas y Bordetelas.
Se realizaron las pruebas bioquimicas de identificacién

en base a lo recomendado por Couwan y Steel (1974).

3.1.7 Prueba de Inmunofluorescencia.
3.1.7.1 Antisuero contra M. hyopneumoniae.

El antisuero empleado para la prueba de
inmunofluorescencia indirecta fue proporcionado amablemente
por el Dr. Ross del Veterinary Medical Research Institute,
College of Veterinary Medicine, 1Iowa State University,
proveniente de conejo, wutilizandose a una dilucién de 1 : éo

al:- momento de su uso.

3.1.7.2 Conjugade de antigamaglobulina de conejos preparado
en cabras.
Se emples un suero comerciai (Laboratorios Hoescht},

antigamaglobulina de coneje preparado en cabras, marcado con
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flucresceina a una dilucien 1:30 al momento de su uso.

3.1.7.3 solﬁciones.
- Solucion 0.01 M amortipuadora de fosfatos (PBS) pH 7.2
Solucidon A : NaH2P04
NaCl 8.5 gr
Agua destilada 1060 ml
Solucion B : NaZHPO4 1.42 gr
NaCl 8.5 gr
Agua destilada 10600 nml
Se mezclan 280 ml de la Sol. A con 720 ml de la Sol. B.
Ajustar el pH si es necesario.
- Glicerina.

- Etaneol absoluto.

3.1.7.4 Equipo.
Microscopio de fluorescencia v crit¢stato.

Se wutiliz¢ un microscopio binocular Carl Zeiss WL
equipado con condensador de campo obscuro y lampara de wvapor
de mercurio HB 200 W/4. Al momento de su utilizacién se
usaron un filtro de excitacién azul (BG 12) y un filtro de

barrera 50. El criostato utilizado fue un American Optical.
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3.2 METODOS.
3.2.1. Preparacion del inmunégeno de M
3.2.1.1 Produccion de M. hyopneumoniae

El micoplasma se aislé a partir cel homogenizado
pulmonar Yy para determinar el tiempo Optime de cosecha del
micoplasma se¢ realizé una medicidén de la absorbancia
{densidad éptica) a un cultivo del micoplasma . Para elle se
emplearon 2 tubos con 10 ml de medio de Friis inoculados con
10 microlitros del micoplasma. Otro tubo no se inoculd el
cual fue considerado como el control. Todos los tubos
carecian de indicador rojo de fenol para evitar falsas
lecturas. Uno de los tubos inoculados se mantuvo en estufea
bacteriologica en reposo, el otro tubo se colocd en un bafio
metabolico en agitacién a 50 rpm. Tedos los tubos se
incubaron a 37 C y cada 24 horas durante cinco dias se les
realize la determinacion de absorbancia mediante el uso de un
egpectrofotémetro Coleman Junior 11 A, realizando la lectura
a 625 nm. Después de determinar el tiempo optimo de cosecha
se reprodujo en forma masiva mediante subcultivos sucesjivos
hasta 1la obtencion de una cantidad de aproximadamente 10 nl
de biomasa. La cepa fue cultivada en 10 ml. de medio de
Friis, 1incubada 24 hrs. y posteriormente se inoculé en 500
mli. del medio mencionado, incubandcse con rotacién (372 C a
50 -rpm ). Las celulas fueron cosechadas por centrifugacién a
16,000 xg ¥y se lavaron en solucién galina balanceada de Hanks
(HBSS} a 16,000 =xg. Después se tomé una alfcuota para
determinar la concentraciéon de organiemos viables en unidades

cambiantes de color (CCU), la cual se realiza haciendo una
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dilucidn 1:10 del micoplasma en medio liquido de Friis, a
partir de la cual se realizan una serie de .dilucicnes
decimales ( 10-3 en medi{- liquido de Friis. se incuban a 37 C
hasta por un perfodo de cuatro semanas. El1 ultimo tube o
dilucién que nuestre un canbio de color acido visible se
considera el titulo que corresponde a las unidades cambiantes
de color (UCC).

El remanente de la suspensién fue tratado con formalina
{0.15%, J.T. Baker) toda la noche y posteriormente se
hicieron lavados con HBSS. Después de la determinacién de las
CCU, 1las bacterinas fueron dilufdas para obtener las dosis

@

adecuadas de 10 UCC por mililitro.

#3.2.1.2 Produccién del adyuvante,

Corynebacterium ovis fue sometidco a un procese similar
al del micoplasma, sembrandose en medio de BHI adicicnado con
suere, realizdndose la determinacién de la absorbancia sdleo
en condiciones de agitacioen, a 50 rpm v a 37 C . Las lecturas
se realizaron a 660 nm, cada 3 horas hasta a completar 24 hr.
Se centrifugd y lavd en forma similar al micoplesma y el
paquete celular se rompid¢ utilizando una bomba de ruptura con
nitrégenc a 1000 PSI por 1% minutos, durante tres veces vy
posteriormente se realizé tincién de Gram y siembra en medios
de cultivo (agar sangre, BHI y-Hac Conkey) para determinar su
pureza. Posteriormente se mezclo de la siguiente forma:
Aceite mineral, PBS, C. ovis, Tween 80, en una relacion

2:1:1:1 respectivamente.
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3.2.1.3 Preparacion del inmunogenc con el adyuvante.

El micoplasma con un titulo de 10 ° uce/ wl y el
adyuvante fueron me2c¢lados en una proporeisdn 1:1 ( v/v)y . Se
conservd en refrigeracién a 4 C por un lapso de tiempo de

aproximadamente 40 dias hasta su uso.

3.2.1.4 Prueba de inocuidad del adyuvante.

Se realizé mediante la inoculacidén en dos especies
animales (5 conejos y 2 cerdos), El adyuvante se inoculdé por
vie intraperitonesl y los animales se sacrificaron a los 25

dfas para observar efectos patolégicos.

3.2.2 Produccion del homogenizado pulmonar con M

Se inocularon cuatro lechones en dos pases, utilizdndose
doe lechones en cada pase. A los dos primeros se les inoculd
con la suspension de M. hyopneumoniase cepa 184 (con un
titulo de 10, ¢ UFC/ ml) usando 20 mi. por animal. Se
administré por via endotraqueal con una sonda nasofarfngea,
para lo cual 1los cerdos fueron preaviamente sedados con
asaperona (2 mg / kg de peso, via intramuscular) v
anestesiados con clorhidrato de metomidato (1.5 mg/ kg de
peso, vfa intravenosa). Los lechones fueron observados
diariamente y se sacrificaron por choqua eléctrice N4
exsanguinacion cuando presentaron los signos clinicos de
neumon{a ( aproximadamente al dia 20 posinoculacidn). Se
obtuvieron asépticamente 1los pulmones ¥y de sus areas

neundnicas se prepard un homogenizado pulmonar al 102 ({p/V)
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en medio de Friis c¢on morteros Ten- Broeck. Con édste
homogenizado se inocularon los cerdos experimentales de 1la
manera antes descrita.

Del ualtimo pase se tituld el homogenizado empleAndose
muestras de 0.5 ml. que se diluyeron seriadamente en medio de
Friis, se incubaron, se aislaron y los micoplasmas aislados

se identificaron.

3.2.3 Grupos experimantales.

Se formaron tr=s grupos experimentales de cuatro cerdos
cada uno, los cuales se distribuyeron en Areas separadas, con
comederos y bebederos independientes. Antes de realizar el
experimento se mantuvieron una semana en reposo. Los grupos
se formaron de 1la siguiente manera: Grupe 1 {testigo),
inoculados intraperitonealmente ( I1/P) con 2.0 ml, de medio
de Friis liquide, Grupo II, inoculados 1/P conh 2.0 nl de una
bacterina de M. hyopneumoniae a base de células
muertas y completas (10 UCC/ ml) sin adyuvante y Grupo
111, inoculado I/P con 2.0 ml. de upa bacterina de M.
hyopneumeniae a base de células muertas y completas (10
UCC/ ml) en adyuvante oleoso y Corynebacterium ovis. La
incculacién de la vacuna se realizdéd con una jeringa vy émbolo
de cristal, debido a que se garantiza que el indculo penetra
adecuadamente a la cavidad peritoneal, ya que no ofrece

ninguna resistencia cuando se estd inyectando, lo que no

ccurre al usar jeringas de plastico.
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Todos los cerdos se desafiaron con 20 ml. del
homogenizado pulmonar conteniendo M. hyopneumoniae cepa 194

por via intratraqueal, el dfa 28 posvacunacitn. Los cerdos se

sacrificaron el dia 50 posvacunacién (32 dlias posdesaffo).

3.2.4 Temperatura corporal y signos respiratorios.

A todos los cerdos diariamente se les tomd la
temperatura por via rectal entre las 8 y las 9 de la mahana
durante todo el experimento. Se observaron también los signos
clfnicos respiratorios de tos y disnea. E1 sacrificio de
todos los animales se realizé cuando en los cerdos del Grupo

I (control) se observaron los sighos respiratorios severos,

3.2.5 Evaluacidon de las lesiones macroscépicas.

Se midié la extensién de las lesiones mediante la
técnica de planimetrfa, en donde se comparan con diagramas
pulmonares normales, tanto de vista dorsal como ventral.,
Para ello se observé el pulmén del cerde por sus dos vistas y
se dibujaron en los diagramas las Areas afectadas, sefalando
la presencia de adherencias: vy aspecto de las lesiones.
Posteriormente se sobrepuso al diagrama realizado uno normal
del pulmén cyadricuylado en acetato , y se& conté el nomero de
espacios del cuadriculado que representd cada lesién. Se
calculé el promedio del A;ea ocupada por las lesiones
neumdnicas tomando como base el porcentaje del 4rea total

del pulmen. (Ciprian, 1988).
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3.2.6. Histopatologia.

Pequehos {ragmentos representativos de 1los pulmones
(lébulo craneal y cardiaco derechos) sé fijaron en formalina
al 10%, se incluyeron en parafina para la obtencién de cortes
de © micras de espesor tratAndose con la tincién de

hematoxilina - eosina (H.E.).

3.2.7. Cultivo y aislamiento de microcorganismos.
Boughton,1975;Ciprrian, 1978 Kobisch,1982)
Para realizar el aislamiento, se siguieron los pasos que

se describen en el diagrama del cuadro 4.

3.2.7.1.1 Prueba Ae dependencia de esteroles.

Se sembraron los micoplasmas aislados vy desarrcllados en
medio sblido de Friis, inmediatamente se colocd swobre 1a
superficie un sensidisco impregnado con digitonina o Liquoid
¥ s5€ incub¢e 3 a 4 dias a 37 C. Una zona de inhibicidén indiceo

la dependencia de esteroles.

3.2.7.1.2 Prueba de hidrolisis de la arginina.

Los micoplasmas aislados se sembraron en el vmedio
1fquido de arginina y se incubd a 37 C durante 3 a 4 dias.
Una reaccion alcalina ( color purpura) se da como positiva a

1la hidrolisis.

3.2.7.1.3 Prueba de fermentacion de la glucosa.
Los micoplasmas se sembraron en los medios de Friis

1iquido <on glucosa y ée incubaron de 3 a 4 dias a 37 C. Un
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cambio del medio a amarille indica una reaccion positiva.

3.2.7.1.4 Prueba de produccién de peroxido de hidrégeno.

De los micoplasmas aislados y desarrollades en medic
s¢élido de Friils, se cortaron trozos de agar de 1 cm con
colonias vy se colocaren en portaobjetos. También se
prepararon eritrocitos (tipeo "0'" humane ) gue se lavaron tres
veces con solucion salina amortiguada, de esta mezcla se
agregaron dos gotas sobre el agar con colonias y al cabo de
unos minutos se observaron al microscopio. Una reaaccidn
positiva se manifesté al tehirse los eritrocitos de <color

azul, rodeandoc a las colonias de micoplasmas.

3.2.7.2 Aislamiento e identificacion de otras bacterias.

De las lesiones neuménicas se tomaron en forma aséptica
trozos de aproximadamente 1 cm3 1los cuales se homogenizaron
en un triturader de tejidos Ten-Broeck. Se inocularon sobre
placas de gelosa sangre ( sangre de bovine al 5%) y se
incubaron a 37 C durante 24 a 48 horas, A 1las colonias
purificadas se les hicieron pruebas de identificacion
bioqufmica segun Cowan y Steel (1974). Se limpid la zona de
la nariz y se tomd la muestra con un hisopo esteril, se
colocd en un tubo con caldo nutritivo como medio de
transporte. Se sembraron las muestras en agar Mc Conkey al
1% de glucosa Y en agar sangre. Las colonias purificadas se
sometieron a las pruebas bioquimicas de acuerdo a Cowan vy

Steel(1974) para su identificacion.
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3.2.8 Prueba de inmunofluorescencia indirecta
3.2.8.1 Controles.

Previa la realizacion de la prueba se establecieron los
controles con el fin de eliminar fluorescencia inespecifica.
Se utilizé el antisuvere contra M. hygpneumoniae v el
conjugado a una dilucién de 1:20 v 1:30 respectivamente, los
cuales fueron puestos en contacto con un pulmén fetal normal
¥ un pulmén de un cerdo de 6 meses de edad normales y después
se realizd¢ lo mismo sustituyendo el antisuero con un suero
normal de conejo. En todos los casos fue negativa la
observacion de florescencia espec{fica.{(Erno, 1977, Kobisch,

1984) .

3.2.8.2 Preparacioén de las muestras.

La parte afectada de las muestras congeladas se cortd,
en aproximadamente 1 c¢cm 3. procurando incluir bronquios vy
bronguiolos. Se hizo lo mismo para el pulmén fetal y con el
pulmén normal‘de un cerds doe 6 meses de edad aparentemente
sano. Se realizaron cortes de 8 micras con el cridéstato a
-20 € y se colocaron en un portaobjetos de acuerde al

protocolo establecido, posteriormente fueron f{ijadas en

etancl absgluto, un lapso de 10 minutos.

3.2.8.3 Tecnica de inmunofluorescencia indirecta.
1. Se coloc¢ el antisuero de M.hvopneumoniae a cada una de
las preparaciones.
2. Se colocaron las laminillas en camara humeda vy se

incubaron a 37 C durante 30 minutos,
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3. Se lavaron en P.B.S. durante 10 minutos.

4. Se lavaron en agua destilada durante S minutos.

5. Se dejaron secar a temperatura ambiente.

6. Se colocé anti-gamaglobulina de conejo en cabra
conjugada con fluoresceina.

7. Se colocaren las laminillas en camara humeda a 37 €
durante 30 minutos.

8. Se lavé con agua destilada durante 5 minutos.

9. Se sectd a temperatura ambiente.

10. Se colocd una gota de glicerina a cada muestra v se le
colocd un cubreobjetos

11. Se observd en microscopio de inmunofluorescencia.
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4, REBULTADOS
4.1 Cultivo de M. hyopneumoniae.

La produccién del micoplasma utilizade como antigene se
Tealizé en dos condiciones de crecimiento. en reposo y en
agitacién. En reposo cse tomé como parametre maximo el wvaloer
de 0.05 de absorbancia a 625 nm., obtenido al tercer dia de
incubacion y para las condicicones de agitacion se eligie el
de 0.06 de absorbancia al cuarto dfa. En base a estos
resultados los cultivos de 500 ml se incubaron en agitacién a

SO rpm, a 37 C, por un perfodo de 4 dfas (Cuadro 5 ).

4.2 Preparacion del inmunpégenc.
4.2.1. Preparacién del antigeno de M. hvopneumoniae

Los cultivos que presentaron una lectura de absorbancia
de 0.06 fueron empleados para la preparaciédn del inmundgeno.
Durante la elaboracién, por cada litre de medio de cultivo se
obtuvo aproximadamente 1 ml de biomasa, determinandose una
concentracion de organismos viables eguivalente a 1010
unidades cambiantes de color (UCC). Se prepararon 10 ml de
antigeno. Las pruebas de control de pureza revelaron que el

cultivo mostré homogeneidad vy ademds no se encontraron

contaminantes.

4.2.2 Preparacion del adyuvante.

La medicion de la absorbancia en condiciones de agitacidn
para la cosecha del C. gvic, se establecid en un tiempo
optimo de 18 hrs, va que se determind el valor mayor de
absorbancia de 0.79 (Cuadro 6). Posterior a la destruccion

celular se aprecio6 un 90 % de ruptura mediante 1la tincién de



Gram. La combinacion del C. ovis, el aceite mineral, el
Tween 80 y el micoplasma permaneci® homogénea hasta el
momento de su uso. Se conservaron muestras del inmunégenc
preparade hasta por dos meses mas después de terminado el

experimento, tiempo en el cual no se observd ningun cambio en

homogeneidad v apariencia.

4.2.3 Prueba de inocuidad.

La prueba de inocuidad del adyuvante se practicd en los
conejos ¥ en uno d=2 los cerdos, ambos inoculados por via
intraperiteneal; no se observd algan signo clinice o algon
cambio macroscopico aparente en el peritoneo u otros Organos
(Figura 1},

Uno de 1los cerdos fue inoculado por error en tejido
subcutaneo, presentdé fiebre (40-42 C) durante los primeros
cinco dias, asI como postracidn, anorexia y una fuerte
inflamacién en el lugar de la inoculacién en los primeros 11U
dfas. E1 animal fue sacrificado a los 25 dlas y se le hizo la
necropsia; el tejido subcutadnec de la regién abdominal
ventral izquierda presentaba una masa de tejido de
aproximadamente 3 cms. de diametro, que al corte presentd una
consistencia dura de 1la cual no se aislaron bacterias
(Figuras 2 y 3 ). No se encontraron cambios patolégicos
aparentes en otros organos vy tejidos del animal.
Histopatologicamente el granuloma subcutaneo presentaba
grandes gotas liposolubles e indigeribles en el interior, asi

como ceélulas gigantes y mononucleares (Figura 4).



CUADRO §.- LECTURAS DE ABSORBANCIR A DIFERENTES TIENPOS DE
INCUBRCION DEL CULTIVO DE Mycoplasma hyopneumoniae.

CONDICION DEL CULTIVD

.
DIA | COMROL | pobase™ | acrracion™

[} a8.810 8.e18 [.N.30.]

' 0.815 2,010 0.028

2 0.818 0.815 9.030

) 8,610 8,050 8858

4 8.919 2,050 8860

5 8.9t0 B, 860 8.060

# Se utitizd medio de Friis, sin indicador rojo
de fenol sin inoculo.

we S¢ empled 10 ml, de medio de Frids sin rodo de
fenol, inoculande con 1B ki de micoplasma.
Se daterruino 12 densidad optica a ) = 625 nm.

CUADRO 6.- LECTURAS DE ABSORBANCIA A DIFERENTES T[EMPOS DE
INCUBACION DEL CULTIVO DE Corynebacterius ovis,

CONDECIONES DEL CULTIVO
L Lal

TIENPO CONTROL AGITACION

8 9.820 8,06

3 8,028 8.56

6 8.028 0.64

9 8,620 8.72
12 0.820 8.7
15 8,028 8.7?
18 8.820 .79
i 8,820 8.79
24 8,820 8.7

® S¢ utilizé medio BNl con 18 X de suerc de equing,
## Se empled un matraz nefelométrico con 258 ml. de
medio BHI con 18 % de suero equing inoculade con
18 nl. de la corinebacteria.
Se determing 1a densidad dptica a i, = 668 ns.,

49



FIG.1. Peritoneo sin canbics patoldgicos aparentes en el cerdo que fue empleado para la
pruzba de fnocuidad del adyuvante.

FI6.2. Granuloma en tajido subcutineo localizado en la region abdomimel en un cerdo
inoculado con adyuvante, el cual no peneiio’ en cavidad peritoneal.

1



FIG.3. #specto del granuiosa al corte encontrado en el cerdo Inoculado con adysvante solo,
qua no penetrd 2 la cavidad peritoneal.

FI6.4. Beaccidn inflamatoria localizada en el sitio del tefido subcutdneo, en donde
fue aplicado el advante. Se aprecion gotas Hposolubles (-4}, ctlulas monomuclares
€ )y chlulas gigantes (em,



4.3, Vacunacioéon de los grupos experimentales.

4.3.1.Evolucién de los signos clinicos en los cerdps de los
Brupos inoculados,

4.3.1.1. Temperatura.

Loz animales del grupo I mostraron temperaturas dentro
del rangoe normal, con promedios de 39.0 + 0.4 durante los
dias posteriores a la inocculacion del medio de Friis. Después
del desafio mostraron hipertermia los uwltimos dfas del
experimento, apartir del dfa 47 (20 dias después). hasta el
dia del sacrificio.

Los cerdos del grupo II presentaron hipertermia en forma
irregular -posterior al dia de la vacunacién y fueron leoc
dias : &, 5, 7,8, 18, 19, 20, vy 24. Los dfss 7 y 2¢
posterior al desafi{o fueron las temperaturas mas altas con
39,7 C. El resto del experimento hasta el sacrificio se
mantuvo dentro del promedio de temperatura del grupo I.

Los cerdos del grupo 1Il mostraron hipertermia durante
los siguientes dfas 4, 5, 7 v 17, siendo los dias 17 y 32 loe
mas altos con 39.7 c, manteniéndose dentro del

promedio normal hasta el wltimo dfa del experimento.

4.3.1.2 Signos respiratorios.
4.3.1.2,1 Tos.

Después del desaflo en el grupo I, uno de 1los cerdos
inlcié con una tos leve el dia 17 continuando as{ hasta el
dfa 20, a partir del cual fue moderada vy en los dos ultimos
d{as del experimento dicha tos fue severa. Otro de ellos tuvo

una tos moderada durante los dlas 20 v 21



44

postdesafio. En el grupo I1, dos animales presentaron tosl en
uno de ellos fue leve los dias 20 v 21. En el grupo III sdlo
un cerdo presentd tos leve a partir del df{a 21 hasta el

sacrificio.

4.3.1.2.2, Disnea.

Posterior al desaf io dos cerdos del grupc I
desarrollaron disnea., a uno de ellos se le detectd a partir
del dfa 20, siendo ésta en repeso . Otro animal el dia 21
mostro disnea en reposo hasta el dfa del sacrificio. En el
grupo 131 dos cerdos tuvieron una disnea de esfuerzo un sole
dfa. uno el dfa 20 y otro el dfa 21. En un tercer cerdo se
detectd disnea en reposo el dia 21 vy prosiguid con ella hasta
el dia del sacrificio.

En el grupo III solo un cerdo presentd disnea, de
esfuerzo de los dlas 21 a 23 y se mantuvo en reposc el ultime

di{a del experimento.

4.4, Lesiones macroscopicas.

Los cerdos del grupo I fueron los que presentaron mayor
porcentaje de lesiones, encontrdndose Areas resolutivas de
cicatrizacion, disminucioén de tamaho del 1dbulo afectado ¥
pocas zonas rojizas o gris rojizas. El promedio de la
superficie pulmonar afectada fue de 13%.

En los animales del grupo 11 se observaron pocas
lesiones consolidadas que abarcaron en promedio % de la
superficie pulmonar. En el grupo 111 se observd &l misme

fendmeno de cicatrizacién v acortamiento del tamaho de los
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lobulos. El del tamano area afectada en promedio fue de 6 X
(Figura S). La distribucién de lesiones macroscdpicas se
observa en el Cuadro 7 y en las Figuras 6a ,6b vy 7,

Algunos de los cerdos presentaron lesiones de diversa
magnitud en cornetes nasales, que varijiaron desde una ligera
hasta una completa destfuccion de los cornetes. con

deformacion nasal visible,

4.5 Lesiones microscopicas.

En tedos los grupos ensayados en por lo menes en un
animal de cada grup> se encontrarcn lesicones caracterizadas
por una infiltraci¢n linfocitaria. Sdlo en un cerdo del grupc

11 se encontrd la presencia de polimorfonuclearec.

4.6 MHicreorganismos recuperados.

Los alslamientos de los microorganismos se muestran en
el Cuadre 8. El aislamiento de ﬁ; hyopneumoniae (Figura 8)
solo se logrd de un animal del grupo I, uno del 11 v de dos
del I1I. El estudio de bacteriologia general reveld que por
lo menos en un cerdo de cada grupo se aislaba P. pultocida.

As{ mismo de las lesiones encontradas en cornetes nasales se

aislaron B. bronchiseptica v P. multocida.
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CUADROU No.7.- DISTRIBUCION DE LAS LESIONES
MACROSCOPICAS EN LOS LOBULODS
> PULMOHRRES. »

GRUPOS EXPERININTALES
Lébulos afectados

1 it i

Apical derecho 4/4 174 2/4
Apical izquierdo 2/4 8/4 /4
Cardiaco derecho 374 174 4
Cardfaco 1zquierdo /4 174 4

Diafragnbtico derecho 174 4 4

Diafragmitico izquierde | 2/4 174 e/4

Accesorio 174 0/4 8/4

w Los datos indican o1 nGmers de animales afectados
en cada grupo,



F16.6 a g b. Areas resolutivas tipleas de casos de Meumanfa Emobtics encantrades en
los 16balos anteriores de algunos cerdos inoculados con Mycoplasms hyopneumoniac,



7iC.7. Lesiom de comsolidacion rosa en el lobulo cardfaco derecho de un cerdo inoculado
con Mycoplasss Iupprounoniae.



CUADRO No.B ~MICRDORGANISMNOS PRESENTES EN EL PULMON
¥ CORNETES NASARLES D& LDS CERDOS
FOSDESAFIADOS

PULWON CORNITES MASRLES

Mo, K.h. P.M. j iF, B.h. P.x,
¢ 124 - - + 4 -
i Grups | 123 - - + + -
‘ cotroL | 126 | w@ha] - [ s . -
: 13 - + + - -

Grups I 122 (19 % - + -

: LB 128 ~ « + - +
: sin 125 .} - < - N -
sotwvame | 138 | - - ' - -
: Grupo L[ t24 - 3 + - +
3 Ah, 122 | saphe| o+ | - . R
- con 129 +10* Ja - - + -
AHUVANTE s/n - - + - -

M,k 1 R, hyopneumcnize Pume 1 P myltocida

B.b. 1 B, bronchiseptica &t Unidades cambiantes de color (UCO

IF 1 Prueba de iomunofluorescentia indirecta para H, hopnewrwniae,




F16.8. Colonias de Mycoplaswa hyopneumoniae aisladas a partir de-los pulnones

neundnicos € 48 X 37



4.7, Identificacién de v} hyopneumoniae por

inmunofluorescencia indirecta.

Se detectd la presencia de M. bhyopneumcpniae por
prueba de inmunofluorescencia, en todos (os animales
grupce 1, en tres del grupo 11 v dos del grupo 111 (Cuadro

Figuras 9. 10 v 11}.

FI6.9. Seccién de pulnin fetal tomado como control negativa { 22X ).



F16.18. Seccidn de pulndn neuntnico positivo a la prusba de immunof luorescencia indirecta,
en la que sz aprecian colonfas de Mycoplasma hyopreunonfae (<), sobre la superficie del
epitelio ciliado (188 X).

FIG.11. Saccion de pulnon newsonico positive a la prueba do fmmunof luorescencia indirecta,
en la que se miestra sobre el epitelio cilfado colonias de Mycoplasma ppeennoniae (<),
(408 X),
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DISCUSION,

Durante muchos ahos se ha intentado el control de la
neunonfa enzodtica con el empleo de diversas vacunas
completas vivas, inactivadas, fraccionadas, o con extractos
celulares en distintos adyuvantes (Dayalu y Ross, 1990;
Goodwin and Whittlestone.1973; Gooduwin. 1985 b; Petersen et
al., 1990; Ross et al., 1984; Ross, 1990).

En este trabajo se evaluaron dos inmundgenos, uno a bace
de celulas conmpletas de M. hvepneumoniae en un  adyuvante

oleoso, compuasto ademads do restos celulares de C. ovis v

otro s6lo con células completas de M. hyvopneumoniae. sin

adyuvante., Ambos fueron inoculados por la via intraperitoneal

a cerdos convencionales.

El cultive de M. hyop en medio de Friig en

condiciones de reposo alcanzd su mavor crecimiento entre 1los
3 v 4 dfas, mientras que en agitacién la produccidn fué

ligeramente mayor al cuarto dfa. Estos datos muestran que el

crecimiento, independientemente de las condiciones del
cultivo, fue muy pobre, lo cual concuerda con Stipkovits et
al. (1974), qulenes tambie#n observaron rendimientos de M.

hvopneumoniae muy pobres Vv lentos con respecto a otros
micoplasmas y acholeplasmas del cerdo.
En este trabajo solo se utilizaron celulas completas v

lavadas de Y. hyoppeum

e, v no se empled el sobrenadante.

A este respecto Ross et al{ 1984) han utilizado el
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scbrenadante de cultivos de M. hyopneumoniae con resultados
alentadores va que producen proteccion en los cerdés, lo que
probablemente indique que existan mayor numeroc de factores
desconecidos en el sobrenadante que inducen proteccién y que
no se contemplaron en la elaboracién de las bacterinas que se

realizaron en este trabaio,

La wutilizacién de restos de pared celular de C. parvum
como adyuvante, erta reconocida por Bus caracteristicas
inmunopotenciadoras (Osebold. 1982). La eleccidn de ¢, oguis
como parte del adyuvante, se debid entre otras razones, a que
al igual que C. parvum tiene en su pared celular los mismos
dcidos corvnemicodlicos (Muckle y Gyles. 1983), sin embarge nc
se ensayd previamente la capacidad inmuncpotenciadora . pero
si Ee observd que es facil producir éste microorganismo. En

v de ficil manejo.

Las pruebas de inocuidad del adyuvante oleoso (L. ovie.
aceite mineral, Tween 80 vy agua), realizado por via
intraperitoneal al conejo v al cerdo. no produjeron cambios o
signos clinicos aparentes. Sin embarge, cuande el indculo por
error entré en tejido subcutaneo, el cerdo presentd un
aumento de temperatura y postracién, ademds de presentarse
una severa inflaﬁacibn en el sitio de 1la inoculacién, en
donde se formd® un granuloma. Histologicamente consistiod en la
presencia de gotas liposolubles, células .gigantes v

macréfagos, indicandonos una fuerte reaccién citotédxica del



advuvante (Theilen v Hills 1982). Cuando se inoculd ¢, oavis
vive por 1la nmisma via intraperitoneal a ratones, éstos
desarrollan una extensiva formacion de abscesos en drganos
internos v una peritonitis fibrinopurulenta (Mucle v Gvles,
1983) . En el presente itrabajo no se encontraron las
alteraciones mencionadas en el peritonec parietal v visceral
en los cerdos inoculados por la misma via debido a que sélo
se utilizaron restos de pared celular de este microorganismo.
Sin embargo, llama 1la atencisn el heche de que si un
inmunoégene con éste adyuvante no es aplicado en 1la c¢avidad
peritoneal, pueden existir las reacciones indeseables como i
las que se presentaron en el cerdo cuando se inoculd por 1la
via subcutanea.

En el caso de los grupos experimentales, los animales
del Grupo I, después de la indculacién del medio de cultivo,
no mostraron elevacién de temperatura v se mantuvieron dentro
de los rangos normales. Mycoplasma hyopneumoniae provocd
hipertermia después del desaflo, como lo habian encentrado
previamente Livingston et al (1972) y Ciprian et 2l1(1988),
ademds de que presentaron dificultad respiratoria ligera,
encontrandose 1lo mismo que mostrd Whittlestone (1979}): so0lo
uno de ellos presentd dificultad respiratoria severa, debido
a que se aisld P. multocida. bacteria que se encuentra
Beneralmente como flora normal y que es la causante del £
incremento de la signologia clinica, tal come occurrié a los
cerdos tratados experimentalmente peor Cipridn et al (1988) o

como Falk et al (1990) con Mvcoplasma hyvorhinis v PB.

i
i
H
¥



i

multocida. EBTe  grupd  presentd mavor  grado  de lesion
neumonica. que abarco en promedio el 13 %, El tipo de
lesiones encontradas correspondio a aquellas que se presentan
despues del dfa 28 postexposiciébn experimental vy fueron de un
estado internedio de la enfernedad (Ross, 1990); consistiercn
en 1la presencia de areas resolutivas v disminucién del
tamanc pulmonar. La evaluacidn de las lesiones microscépicas
pulmonares fué de poca utilidad para la valoracién de 1la

actividad protectora de las vacunas. tal como lo observaron
Ross et al (19843,

Mycoplaema hyppneumepiae se logrd aislar de un cerdo del
Grupo 1, sin enmbarge., en tedos lo pulmones se observe
fluorescencia espec{fica contra M. bhyopneumoniae(Figs. 11 v
12}, lo que indicd que todos los cerdos se infectaron: el no
haber efectuado el aislamiento del micoplasma no implica 1la
ausencia de éste; en muchos trabajos se ha observadc este
fendmeno, en donde se correlaciona un alte porcentaje da
positividad en: pruebas inmunoldgicas y un bajo porcentaje de
aicslapientos (Gigeret al., 1977:; Mckean et al., 1979; Pijoan.
1973; Schuller y Swoboda 13877},

Los cerdos del Grupo I, después de la inoculacién con
la vacuna inactivada de M. hyopneumoniae sin adyuvante,
mostraron pocos dfas de hipertermia después de la vacunacién,
en comparacién con los demds grupos. 5in embargo, sdlo
presentaron elevacion de temperatura dos dias después del
desaffo v la signologfa respiratoria fue ligera, ya que sélo

se presentéd en dos animales, el dfa 20 posdesaffo. despuss
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del periodo de incubacioen.

En écste Grupo 11, los animales mostraron menos lesiones
macroscopicas, sble dos animales presentaron lesicnes
neuménicas (Fig. 5)., le¢ que en promedio psy grupe abarcd el
3 % vy fueron 1lesicones que se caracterizaron por una
consolidacién, reduccién v rugosidad pulmonar. E1  tipo de
lesionec consistid en la presencia de Areac resolutivas,
colapsadas, de consclidacidn rojiza: v correspondieron a
aguellas que se presentan después del dfa 4% postexposicion
experimental. vy fueron de ectados tardfos de 1a enfermedad

{Roes. 1920}

I1, £in embargo, se observd fluorescencia especf{fica en 1los
pulmones de tres animales (Figs, 11 v 12), le que indice
probablemente que estos cerdos ne fueron capaces de eliminar
el micoplasma previamente incculado. dates similares
enpcuentra Ross et al (1934) perc con vacunas inactivadas con
adyuvante. En nuestro caso la vacuna de M, hyopneumoniae sin
adyuvante, redujo las lesiones neuménicas, pero né - la
eliminacién del agente, situacidn que ccurre con todas las
vacunas existentes (Davalu v Ross. 1990. Petersen et al..
1990; Ross et al.. 1984; Ross. 1990). Del cerdo gque presento
las lesiones neuménicas mas severas, ademas de determinar 1la
presencia de M. hyopneumoniae. =e aisle P multocida. tal

como ccurrid en el estudie realizade por Ciprian et al

(1988).
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Los animales del Grupo IIl, después de 1la inoculacién
con la vacuna inactivada de M. hvopneumoniae adicionada con
adyuvante oleoso. mostraron mas dias de hipertermia despues
de la vacunacién, v presentaron elevacidén de temperatura por
mas dfas despues del desaffo. La signologia respiratoria fue
ligera, pero se presentd durante tres dias en dos animaler
después del dia 20 posdesaff{o. presentdndose posteriormente
al periodo de incubacidn.

Los animales de é&ste grupe mostraron mas lesiones
macroscopicas. en  relacién al Grupo II, dos animales
presentaron lesiones neumdnicas (Fig. 7)., lo que en promedic
por grupo abarc¢é el 6 %, y fueron leciones que =153
caracterizaron por una consolidacioén, reduccién y rugosidad
pulmonar. El tipo de lesiones encontradas correspondieron a
estados tardios de la enfermedad {Hosg, 1990) que
consistieron en la presencia de Areas resolutivas, colapsadas
de consclidacien rojiza. Aunque las leriones microscédplsas
fueron de tipo proliferativo, estas fueron mas severas en
relacién ceon 1las encontradas en los otros grupos, por la
presencia de infeccidn secundaria .

El aislamiento de M. hyopneumoniae se realizé en dos
cerdos en este grupo II. Sélo se observé fluorescencia
especifica en los pulmones de otros dos animales (Cuadro 8},
1o  que indicé probablemente gque estos cerdos, no solo no
fueron capaces de eliminar el micoplasma previamente
inoculado, sino que la misma vacunacién incrementd el

desarrollo de 1las lesiones neumdénicas. Datos similares
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encuentran Ross et al (1984), con vacunas a base de extractes
inactivados c¢on calor v no asi{ con ceélulas completas
inactivadas con calor. En este caso la vacuna de M.
hyopneumoniae con el adyuvante oleoso reduic las lesionss
neumdnicas en s6lo dos animales, y aparentemente los otros
dos cerdos incrementaron dichas lesiones. En el cerdo que
presentd lae lesiones neuménicas mas severas, ademas de
determinar la presencia de M. Qgggggggggigg. se aislde B,

multocida, agravando la lesion tal como ocurrié en el
estudio realizado por Ciprian et sl (1988).

Los animales mostraron lesiones de diversa magnitud en los
cornetes nasales . Se determiné la presencia de Bordetella

bronchigeptica en estas rinitis. la cual pudo ser adquirida

por los anima}es de la granja de origen. ;

En eete trabajo se determind la actividad protectora de
doe bacterinas de M. hyopneumoniae, una sin y otra con un
nueve adyuvante, aplicadas en cerdos convencionales, por via
intraperitoneal, v evaluadas mediante al desafio
experimental, para lo cual se tomaron en cuenta los Siguientes
parametros: s5ignos clinicos, lesiones pulmonares e
identificacidn del agente.

El Grupo testigo (I) en el cual se repreduijo la neumonia
enzoodtica, presentd el mayor grade de lesion neumdnica, que

consisti¢ en lesiones de etapas intermedias de la enfermedad.

Mycoplasma hyvopn se identificd en todos los pulmones,

lo que indic®d que todos los cerdos estaban infectados.

En el Grupo 11, se encontrd el menor grado de lesion



neumonica, vy fueron lesiones que correspondieron a estados
tardfos de la enfermedad. E1 nmicoplasma se determiné en tres
cerdos del grupo, indicando que no fueron capaces de eliminar
el micoplasma previamente inoculado. En este caso la vacuna
de M. hyvopneumoniae sin adyvuvante, redujo 1las lesiones
neunonicas, pero no la eliminacidn del agente.

El promedic de las lesiones pulmonares encontradas en el
Grupe III, fue menor a la mitad de las enhcontradas en el
grupo control, vy fueron lesiones que correspondiercn a
estados tardios de la enfermedad. La presencia de M.
hyvopneunmgniag se determind en todos los cerdos de este grupo,
le que indicd probablemente que estes cerdos no fueron
capaces de eliminar el micoplasms previamente incculado, v
que ademads la misma vacunacion probablemente incrementd el
desarrollo de las lesiones neumdnicas. En este caso la vacuns
de M. hvopneumoniae con el nuevo adyuvante, soloc redujo las
lesiones neumdnicas en dos animales.

Aunque con el numero de cerdos probado es diffeil
concluir [} manejar estad{sticamente los resultados,
probablemente la aplicacion intraperitoneal de la bacterina,
aun sin adyuvante, logre 1la prevencion de 1la Neumonia

Enzodética. Se corroboré también que Pasteurella nmultocida

los signos de la enfermedad.
En los cerdos que presentaron las lesiones neuménicas mas
severas. ademas de determinar 1la presencia de M.

por lo que las

hvopneumoniae se aisle B,
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bacterinas no previniercen la infeccisén del micoplasma,

permitiendo ademas la colonizacién de la pasteurela.

Los resultados mostraron qus los inmunéegenos ne
previnieron 1la colonizacion del micoplasma en 1la mucosa
respiratoria. le que hasta el momente ninguna bacterina
experisental, incluyendo 1la ccomercial, lo han leogrado. Es
importante recalcar que la bacterina ideal buscaba prevenir
la <colonizacion del micoplasma: 1los resultados obtenides
mostraron sdlo la reduccién de las lesiones pulmonares. Este
hecho no es particular de la Neumonia Enzootica de cerdos, va
que se ha observado en otros ensavos { Ross., 1984}, como en
seree humanos, en donde la bacterina utilizada para prevenir
la infeccion de Mycoplasma pnoeumoniae. causante de la
Neumonia atfpica primaria. tuve una eficacia del 70%, perc no
se logrd prevenir la presencia del micoplasma en la garganta
{ Drutz vy Graybill, 1988).

Con respecto al adyuvante observamos gue no produjo
lesidn en peritonec v si una fuerte reaccién inflamatoria en
tejido sBubcutaneo, pero no favorecid el efecto protector. 1lo
cual concuerda con los datos encontrados por Sicchitiane et
al( 1981}, el cual al inocular a un grupce de ovinos
intraperitoealmente con ovoalbumina y adyuvante completo de
Freund y a otro grupo con ovoalbumina por via intratraqueal,
encuentra que 1la inclusion del adyuvante no ectimulo
significativamente la respuesta de anticuerpos en relaciébn a
la aplicacién intratraqueal. Es probable que en nuestro

trabajo 1la.liberacién del micoplasma del adyuvante hubiera

E
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requerido mas tiempo para producir uha buena respuesta v por
ello al memento del desaffo no existiera la suficiente
inmunidad para proteger a los animales de la infeccidn: 1o
que no ocurrie en el grupo inoculado con la bacterina sin
adyuvante, lo cual favorecidé a que rapidamente fuera
procesado v metabolizado, produciendo asi una rapida
respuesta inmune. Se considera por algunos autores que las
vias intravenosa e intraperitoneal son similares vy no
estimulan una fuerte inmunidad, sin embargs se utilizan.
sobre todo la intravenosa para detectar del antfgeno 1los
llamados epltopes inmunodominantes. que estimulan a su  ve:
una rapida respuesta, produciende lcs denominados anticuerpos
inmunodominantes (Dr. Morilla, comunicacion personal, 1985).
Por ello cabe replantear el papel de ¢, ovie como adyuvante.
va sea en otros animales experimentales, inoculados por
diferentes vias, comparando su respuesta con los adyuvantes
conocidos o bien en el mismo cerdo, utilizande 1la misma wia
intraperitoneal con otros antigenos o con el mismo micoplasma
v con desafios a tiempos mavores.

Hasta el momento las bacterinas utilizadas para la
prevencion de la neumonis enzodtica han sido aplicadas por la
via parenteral, demostrando que las vias sistemicas con
frecuencia =gon ineficientes para estimular una respuecta
protectora en mucosas, a pesar de producir una alta respuesta
de anticuerpos . Las eecreciones de las vias respiratorias
bajas contienen mavores proporciones de Igl que.de l1gA, que

las observadas en fosas nasales y vfas respiratorias altas,
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sin, embargce las inmunoglcbulinas mas =ficientes en mucosas
son las IgA ( Ernst et al. 19688). El planteamiente en este
trabajo fue que al estimular la respuesta inmune por la via
intraperitoneal con M. hyopneumoniae., en el teiide linfoide
asociado al ‘intestino. los linfocites estimulados
colonizarfan al tejido linfoide asociado a brenquics vy
segregarfan IgA, va que los dates en infeccién experimental
de neumonfa enzeodtica indican que eésta inmunoglobulina se
encuentra en secreciones traqueobronquiales (Young et al,

1990) .
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6. CONCLUSIONES

Se evalud ‘la capacidad de prevenir la Neumonla Enzobtica
mediante el uso de dos inmundgenos. une con un nueve
adyuvante y otro sin el., aplicados por via intraperitoneal en

cerdos convencionales. encontrandose

1. La inoculacién intraperitoneal del nuevo adyuvante
elaborado con Corynebacterium ovis, neo produce reacciones,

ni signos ¢linicos aparentes en el cerdo.

2. La inoculacion subcutanea del adyuvante produce una fuerte

reaccién inflamatoria v postracion en el cerdo.

3. Los cerdos inmunizados con la bacterina de Mycoplasma
hvopneumoniae sin advuvante presentaron menores lesiones
pulmonares., en relaciodn a la inmunizaciédn del micoplasma con
21 nuevo adyuvante, sin embargo, ambas no previnjieron 1la

colonizacion del micoplasma en el pulmén.

4. HNinguno de los dos inmunédgenos proteglé totalmente a los

cerdos de la infeccion de Myvcoplasma hyopneumoniae.
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