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a 
RESUMEN. 

Se evaluaron dos diferentes inmunOgenos elaborados a 
partir de tl~~g~!2~!! b~2g~ª~m2n!~~ y administrados en cerdos 
por vta intraperitoneal. Se emplearon 12 cerdos 
convencionales machos, raza Yorkshire de 8 semanas de edad. 
Con ellos se formaron tres grupos experimentales de 4 cerdos 
cada uno : Grupo l. inoculado con 2.0 ml. de medio de Friis 
por via intraperitoneal (l/P); Grupo Il, inoculados con 2.0 
ml de una suepensiOn de tl~ b~2ED~~m2Dlªg a base de células 
co~pletas Ein adyuvante por v1a 1/P ; Grupo III. inoculado 
con 2.0 ml de una suspensión de ~; h~22D~Y~2Dl!~ a base de 
células completas en adyuvante oleoso por via 
intraperitoneal. Todos los cerdos se desafiaron por v1? 
intratraqueel con 20 ml. de homog~ne1zado pulmonar, 
conteniendo tl~ h~~Enª~mQD!2g cepa 194, el dia 28 
postvacunación. Los cerdos se sacrificaron el dla 50 
posvacunacion (32 d!as posdesafío) y se evaluaron las 
lesiones macroscópicas de los pulmones y se tomaron muestras 
de ellos para los estudios bacteriológicos e 
histopatolOgicos. También se tomaron muestras de cornetes 
nasales para su escudio bacteriológico. Se encontró en el 
grupo l una media de 13% de lesidn neumónica, mientras que en 
los grupos II y 111 fueron de 3 y 6'- respectivamente; las 
lesiones neumónicas encontradas correspondieron a zonas de 
consolidación rojiza y resolutivas. El adyuvante empleedo no 
produjo lesiones en peritoneo visceral o parietal. Por lo 
menos en un cerdo de cada grupo se encontraron lesiones 
microscópicas caracterizadas por una infiltración 
linfocitaria peribronquial. El aislamiento de ~-
Q~Qen§YIDQill!~~ se logró de cuatro animales, uno del grupo I . 
uno del II y dos del grupo 11!. El estudio bacteriol6gico 
general revel6 que por lo menos un cerdo de cada grupo t~n1~ 
Pasteurella multocida. Las lesiones encontradas en los corñetes--ñasa1es--var1aron en grado y aspecto. de ellas se 
aislo ªQr2~!~!~ª ~r2n~b!ª~Eti~~ Y E~ m~!~gg!Qª. Los 
resultados que se obtuvieron en este ensayo, basados en las 
lesiones encontradas. mostraron que la vacuna de H. 
Q~gen~~IDQQ~2~ sin adyuvante y aplicada por v!a intaperitoneal 
indujo mejor protección contra el desafío exp~rimental con el 
homogeneizado pulmonar con micoplasma. Sin embargo el 
aislamiento de E~ mY!S22!Q2 en un cerdo de cada grupo 
inmunizado, nos sugiere que la protección con los inmunOgenos 
de tl~ bY2en~~m2D!~~ no previno la colonizacion del micoplasma 
lo que favoreció el establecimiento de ~~ m~~tE~!Q~ que se 
encontraba presente en los cornetes nasales, en los cerdos 
aparentemente sanos. En este estudio se observo que al igual 
que para vacunas ensayadas por otros grupos de 
investigación, ninguno de los dos inmun6genos protegld 
totalm~nLc, pues aunque se logro la disminu~i6n de l~s 
lesiones, no se previno la colonización del pulmón. 
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ABSTRACT. 

Two tl~~ge!ª§mª bYQQD§~IDQD1ªª vaccines were avaluated in 
pigs.Twelve 8-weeks old conventional i"orkshire male pigs were 
used. Three groups were formed with four animals each one. 
Group I was inoculated with 2.0 ml of Friis rnedium 
intraperitoneally (l/P}. Group II was inoculated with 2.0 rnl 
of ~~fQP!ªªmª bYQEDº~mQD1ª~ whole cell suspension without 
adjuvant. Group III was inoculated with 2.0 ml of tl~fQQ!ª§~ª 
D~2ED~~~QD1~~ whole cell suspension with oil adjuvant. All 
pigs were challenged intratracheally with 20 ml. of a tl~ 

h~QQQ~~mgn!ª~ strain 194 lung-homogenized at the 28th day 
PoBt-vaccination (32 days post-challenge); macroscopic lung 
lesions were evaluated and lung samples were taken for 
bac~eriological and histological analysis. In group I. the 
mean of pneumonic lesion was 13 ~. In grou~s II and 111 the 
mean of pneumonic leeion were 3 and 6 ~ respectively. Red 
consolidation and resolutive zones were common lesions found 
in lungs. The adjuvant that we used ~as not a cause of injure 
ne!th~r in visceral nor parietal peritoneum. At least one pig 
per group developed microscopic leEions characterized by 
peribronchial lymphocites infiltration. ~~ b~QED~~ffiQDiªg was 
isolated from one animal of groups l 30d II and from two pigs 
of group 111. The bacteriological analysis showed that at 
least one pig.from each group had Eª§~§~[§!lª m~l!Q~i9~· The 
lesions in nasal turbinates varied in degree and apparency 
and §Q~Qg!~!!ª QrQD~b!§gES!~ª and ~~ mY1~Q~!Qª were 
iaolated from these samples. The necropsia! and 
histopathological results showed that the tl~ b~QEQ§~~2DÍª~ 
vaccine ~ithout adjuvant administrated intaperitoneallv led 
to a better protection against the ~~ bYQED~~m2ni~~ lung
homogenized experimental challenge than the vaccine with 
adjuvant. Nevertheless. ieolating E~ m~1~Qf!Qª from ene pig 
out of groups II and 111 suggest that none of these vaccines 
prevented the mycoplasmae colonization. thus e~ m~lS2~!Q~ 
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 nene of the products 
provided complete protection. The lessions decreased in the 
vaccinated groups, but the coloni.zation of lung tissue by 
mycopla8ma was not prevented. 
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1, INTRODUCCION. 

Las pérdidas econOmicas que originan los problemas 

respiratorios del cerdo son la preocupaciOn mu~dial de los 

que se dedican a la producciOn porcina. Existen datos que 

indican que al afectarse el tejido pulmonar, ésto se refleja 

en pérdidas de crecimiento corporal del cerdo, asi Bassine ~~ 

~1<1971) considera que apartir de un 15 ~de lesion pulmonar 

el animal va perdiendo 1.15 kg de peso. Burch (19B2' 

estableciO que cuando en un cerdo estAn afectados todo~ sus 

lObulos pulmonares. tiene un decremento del crecimiento en un 

80 ~ y Pijoan (1982) indica que por cada 107. de tejido 

pulmonar afectado, el animal sufre un retra~o en el 

crecimi~nto del 5~ lPijoan.1962). 

La invest!gac!On actual esta enfocada a comprender las 

diversas enfermedades respiratorias tales como la 

pleuroneumonia contagiosa. neumonia enzoOtica. pasteurelosis 

y la rinitis atrbfica, para as1 controlarlas adecuadamente. 

Se reconoce que la "Neumonia EnzoOtica" es una enfermedad do; 

importancia en la producciOn porcina, por su alta incidencia 

(75%) lo que implica elevadas perdidas econOmicas 

tArmstrong.1992: Horrison ~~ ª1 .. 1996; Pointon. 1985 al. 

a&ente etiológico 

primario de la Neumon!a Enzoótica <Hannan ~~ ª!,1984; H6dges, 

1969). cuando este microorganismo estA ausente en los cerdos 

de crecimiento y finalizacion. el dano econOmico es menor. La 

impvrtancia del raicoplasma puede ser sobreevaluada si se 

piensa que esta bacteria por si sola puede causar dicha 

neumon!a. pues es una enfermedad cl&sica con deter•inados 



signos clínicos y alteraciones patolOgicas típicas del 

pulmón, de origen multifactorial CRoss, 1984; Pfifer y Ross, 

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

1.1 caraotertat1caa 1•n•r•l•• d• ~~ h~~2n!~!~n!!!~ 

La posibilidad de que un micoplasma estuviera involucrado 

en la Neumonía Enzootica fue investigada por dos grupos: uno 

en Iowa, en E.U.A. y otro en CamDridge, Inglaterra. Ambos 

reportaron en 1965 un micoplasma que producía neumon!a típica 

en los cerdos, al cual los americanos 

" los ingleses l:L 

posteriormente. mediante la prueba de inhibición metabólica. 

se demostró que eran serológicamente idénticos (Armstrong. 

1982). El Comité de Nomenclatura de Micoplasmas dió prioridad 

al uso de tl~ b~QEn~~mQG!2~ CPiJoan, 19821. 

El microorganismo se caracteriza por no pasar filtros de 

0.22 micras y ser uno de los or~anismos mAs exigentes del 

género tl~SQE!eªm! CSwitzer y Ross. 1978). Por observación con 

microscopia electrónica revela la presencia de pequenos 

filamentos en un medio que contiene suero de equino, además 

de la presencia de una cApsula (Tajima ~~ ª!,19851. Es un 

microorganismo de crecimiento lento, tarda de 7 a 10 d1as en 

crecer y su mayor crecimiento es en medios líquidos. En 

medios solidos se desarrollan colonias de 0,5 mm de diámetro. 

caracterizAndose por no presentar la protuberancia central 

tipica que le da la apariencia de huevo estrellado, algunos 

autores la observan como "gotas de rocío" 

CEtheridge,1979 a,Friis,1969). Cuando se tine con Oiemsa, se 
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observan cocobacilos delgados de 0.1 a 0.2 micrOmetros de 

diametro, o como pequenas ramificaciones de 0.1 0.2 

micrómetros de grosor. En cultivos celulares crece formando 

grupos difusos como cocos de 0.5 um de d!Ametro, en cadenas 

cortas o anillos de aproximadamente 3 um de 

conteniendo una estructura parecida a un coco. 

diámetro 

Este agente solo afecta en forma natural al cerdo. Los 

animales de experimentacion como el huron. embrion de pollo. 

cobayo. mono rhesus. no han mostrado suceptibilidad al 

agente. No hemolisa los globulos rojos del cerdo, caballo. 

vaca o pollo <Swit~er and Ross,1978). 

1.2 Ant!1enoa d• ~~ Q~Q~n!~!Qn~!· 

El anAlisis antigénico de 

extremadamente dificil. debido al 

los micoplasmas es 

peque~o volümen de 

microorganismos que se obtiene ( 5- 20 mg/ litro de medio de 

cultivo>. La antigenicidad se encuentra localizada en la 

membrana citoplasmatica, especialmente en 

lipopolisac~ridos que cuando se asocian proteínas, son 

capaces de estimular la producciOn de anticuerpos. Los 

estudios sobre la naturaleza qufmica de los micoplasmas h~n 

sido realizados por varios autores y los 

encontrados revelan que existen antígenos 

glicolipidos y polisac4ridos CCipri~n. 1979). 

resultados 

proteicos. 

Ro y Ross (1983) han comparado algunas cepas de tl~ 

b~Q2Q~~~QQ~~~. encontrando una diversidad antigénica entre 

ellas, revelada por pruebas de inmunolectroforesis 



bidimensional. Los determinantes antigénicos son proteínas, 

clicol!pidos y fosf olipidos que se localizan en la superficie 

celular. Las diferencias en la virulencia, inmunogenicidad Y 

distribución geografica no han sido determinadas. 

Young y Ross (1987) utilizando la técnica de 

inmunotransferencia con las si~uientes cepas de micoplasmas 

porcinos: tl~ bYQED~~m2n!ª~ cepas J Y 194, tl~ f!Q~~~!ªr~ cepa 

He ~2 sueros de animales 

convalecientes y 

antisuero porcino de ~~ f!QS~~!ªr~. encontraron que los 

anticuerpos detectaron cinco antfgenos, estimando sus pesos 

moleculares en : 110, 64, so. 41 y 36 kDa. Hallaron también 

que existen reacciones cruzadas entre ~~ hY2ED~Y~QD!~~ con tl~ 

~!QSSY!~r~ Y·~~ b~2rb!n!~· Asi los antigenos de 110,50,41 y 

36 kD de ~~ b~2en~Ym2n!~~ cruzan serol6&icarnente con ~~ 

[!2SSY!~r~. El antigeno de 36 kD cruza con ~~ bYQrb!n!~- El 

ün1co antígeno de ~~ bYQ2Q~~m9n!ª~ que no cruzó con los vtrvs 

micoplasmas mencionados fue el 64 kD. el cual puede ser 

utilizado como antígeno específico para el diagnóstico de ~~ 

h:t~en~!:!!!!2n;ie~-

En ~tro trabajo Young, Yu Wei y Ross (1990) utilizando 

lavados bronquiales 

cepa 

de 

232 

cerdos inoculados 

y mediante 

con 

técnica 

!:L 

de 

inmunotransferencia detectaron anticuerpos que reconocieron a 

diferentes antigenos cuyos pesos mc•leculares son : 200. 110, 

97. 95, 80, 78, 7q, 70. 60. 52, so, 41, 36 Kd. Es de especial 

inter~s el antígeno de 97 Kd, ya que es el primero en 
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detectarse a partir de los 35 dias postinf ecciOn por 

anticuerpos IgA e lgG. 

Klinkert ~~ ~1 (1985) hacen inmunoelectrotransferencia y 

describen cinco ant1genos, éstos se denominan como P90. P68, 

PSO, P30 y P2G. Existen evidencias de que las proteinas P90, 

P68 y PSO tienen localizacion superficial. 

Poco se sabe acerca de los componentes de la superficie 

de los micoplasmas que contribuyen a la interacción con las 

células del huésped. En el caso de 

proteina, la Pl, ha sido involucrada dentro del proceso de 

parasitismo a las células blDnco, asi como una adhesina de 

160 - 190 kD <Feldne~. Gobel and Brendt, 1982}. 

Un antigeno proteico de 

observado en la superficie del organismo durante la 

colonizacion de las células del huesped. Geary y ~alczak 

{1985. a y bl han aislado e identificado un factor citopAtico 

de~~ UYQR~~~~Q~;~~ a partir de membranas de la cepa VPP 11. 

Este factor e~ una protelna con un punto isoeléctrico de 6.2 

con un peso de 54 kD, capaz de inducir 1Jn efecto citopa.tico 

en fibroblastos de pulmOn humano <HRC-SJ. 

1.3 Inmunidad. 

En las infecciones naturales por micoplasmas es notoria 

una marcada respuesta de inmunidad celular, a causa d0 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 los que a contiriuaciOn se describen. 

Existe primero una interacciOn entre tl~ b~22ng~m2n!2g Y 

células 

linfoides, 

presencia 

específicas localizadas en pulmón. nódulos 

retrofaringeos y bronquiales. ocurriendo la 

de inmunoglobulinas en secreciones 

traqueobronquiales en una cantidad elevada a las dos semanas 

postinfecciOn. Posteriormente se han observado células con 

inmunoglobulinas específicas en su superficie contra ~~ 

h~2ED~~~2D!~~ en tejidos linfoides y pulmón a las 3 y 4 

semanas posinfeccion. Un dato significativo es que la 

presencia de anticuerpos coincide con la aparición de las 

lesiones neumOnicas (Suter ~~ ~!-1985). 

En una infeccion con ~~ blQQn~gm2n!2g, se observa que 

la proporcioñ de células que contienen IgA:IgG es de 1:3 en 

mucosa nasal y en ganglios retrofar!ngeos, cambiando esta 

proporciOn a 1:15 en nOdulos linfoides bronquiales. En estos 

nódulos, a las tres semanas posinfecciOn s~ encuentran tod~E 

los isot!pos de inmunoglobulinas pero sobre todo la clase IgG 

que aparece desde la primera semana. 

Se han estudiado las secreciones traqueobronquiales 

utilizando la técnica de ELISA encontrAndose que las 

inmunoglobulinas IgM e IgG predominan en las primeras rases 

de la 1nfecciOn, mientras que las IgA van increment~ndose 

progresivamente {Suter ~~ 2!.1985). 

Los anticuerpos séricos tienen un comportamiento 

diferente al observado en las secreciones traqueobronquiales. 

Estos anticuerpos se detectan s semanas posinfecciOn, siendo 
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las IgG las mas importantes detectadas por la técnica de 

ELISA. se encuentran diferentes niveles de especificidad 

adem!s de que se ha observado la aparición de anticuerpos por 

medio de diversas pruebas e cuadro ll. 

CUADRO l 
PRUEBAS SEROLOGICAS DESARROLLADAS PARA 
EL DIAGNOSTICO DE LA HICOPLASHOSIS PORCINA. 

Fijacion de complemento. 
Hemoaglutinación indirecta. 
Aglutinación en tubo. 
Aglutinación rapida en placa. 
Aglutinación en látex. 
ELISA 
EL!SA Tween 20. 

Tomado de Suter et al 1985: Armstrong et al 
1983; Bruggman ~~-ªI-1977 a y b: Etheridge-~! ª!. 
1979 a y b; Freeman et al1982; Lam et. al, 1971 a; 
Mckean, et al, 1979;-Sañds,et al1982~-SchÜller.1977. 
Slavik,197&-Y 1981; Ross 1990.--

Las pruebas de ELISA y FijaciOn de complemento son laE 

mas utilizadas. Actualmente se ha desarrollado la prueba de 

ELISA Tween 20 que reduce al mínimo las reacciones cru~adas 

con tl~ !12ff~!~rg. teniendo también ésta prueba 

perspectivas para el monitoreo de hatos. particularmente en 

la deteccion de anticuerpos de calostro de cerdo~ 

(Ross.1990). Sin embargo, a pesar de que en estas pruebas~~ 

ha observado la aparición de altos niveles de anticuerpos. 

éstoc no confieren protecciOn <Lam y Switzer,1971,b: 

Etheridge ~! ~! 1979 a; Lloyd ~~ ~1. 1994} . 

. con respecto a la inmunidad celular, ésta ha sido medida 

por las técnicas de transformación blastoide (Roberts,1972; 

Kishima and Ross,1985; Tajima,1983), hipersensibilidad 

cutbnea (Adegboye,1978; Itraraksa ~l ~! 1983) encontrando una 



B 

respuesta significativa a las dos pruebas hasta por un 

per!Odo comprendido de 44 a 66 semanas posinoculacion. as1 

mismo se ha detectado que existe una alteración de la función 

del macrofago alveolar e inmunosupresión en los cerdos 

infectaPos (Ross,1990). También se han detectado anticuerpos 

contra las glicoprote!nas de membrana de los eritrocitos de 

cerdo después de una infección experimental con 

n~2eng~m2ni~~. apoyando de esta forma la asociación de 

enfermedad autoinmune en la patogénesis de esta enfermedad 

(Suter ~! ~!· 1985). 

Por otro lado se ha observado que los animales recuperados 

desarrollan una fuerte inmunidad a la enfermedad, ya que en 

la exposición experimental de cerdos, cuatro meses después de 

la primoinfection no desarrollan neumonía. en comparacion con 

loe cerdos que no tuvieron primoinfeccion. Sin embargo, esta 

inmunidad es de corta duracion ya que pueden desarrollar el 

proceso neu=onico a los 11 meses después de una infecciOn 

inducida (Lam y Switzer,1971 b). 

1.4 Control de la Neuaon!a ln&o~tica ••diant• vacunaci~n. 

La vacunaciOn ha mostrado inducir protecci~n en otros 

modelos experimentales de micoplasmosis respiratoria, así 

~enemos ~~ en§~!Qn~~§ en hamsters, ~~ EY!~2Ui§ en ratón y 

ratas, tL. QQY!§ en bovinos y ~~ gª1!!§~E~!sym en pollos. Los 

inmunogenos preparados han reducido le colonizaciOn en el 

pulmon de estas especies { Ross §! ~!~ 1984). 

La vacunación contra M~ b~2~n~Ym2n!ª~ se ha intentado por 



9 

varios investigadores, pero con resultados poco alentadores 

ver Cuadro 2 ) pues no confiere una protección duradera. 

debido primordialmente a la naturalerza del micoplasma que es 

antig~nicamente muy pobre ( Flores, 1982 . Goodwin, 1982b), 

Otro factor que se ha mencionado en el fracaso de la 

vacunación es que la membrana del micoplasma es muy parecida 

a las membranas de los mamíferos, lo cual la hace poco 

antigénica por no ser" extrana" (Pijoan ~~ ~! 1986). 

Whittlestone (1976) consideraba que el fracaso en la 

elaboracion de vacunas para afecciones causadas por 

micoplasmas porcinos radica en la dificultad de la producción 

de antígeno y de encontrar un adyuvante eficaz. Sin embargo 

al parecer esta dificultad ha sido mejorada con la producción 

de bacterinas por laboratorios comerciales, dado que estos 

han encontrado la forma de producir masivamente el 

micoplasma, mediante la utilización de cepas de aicoplasmas 

de alta reproduccion y la optimizac16n de los medios d~ 

cultivo. haciendo de esta manera económicamente rentable la 

venta de la bacterina.(Oayalu y Ross, 1990 : Petersen Q! ª! 

1990). 

A. Inaun61•nc• ccnv•ncicn•l••· 

Los primeros trabajos realizados con una bacterina 

eficiente por Goodwin ~~ ª!.fueron con ~~ b~2ED~~m2n!~~ 

inactivado ·con formol. Estos autores encontraron que la 

inmunización de los cerdos por vía subcut~nea no produjo 

ningOn efecto considerable, en relación al crecimiento de los 
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animales, o bien respecto a la frecuencia o intensidad con la 

que se presento la neumonía; por el contrario, el uso de otra 

bacterina por vía intramuscular.similar a la anterior pero 

con una cantidad de ~~ b~QED~~ffiQD!ª~ mas concentrada, tuvo la 

limitante de que se produjeron reacciones locales muy severas 

debidas al adyuvante Las bacterinas f ormolizadas no 

confirieron inmunidad significativa. aün cuando se lograr..:.L 

t!tulos elevados de anticuerpos. {Citado por Ross, 1984) 

Lam y Switzer (1971, b) usaron cinco bacterinas con 

diverso tratamiento de inac~ivaciOn ( ver Cuadro 2) las 

cuales fueron efectivas, ya que al inocular a 56 cerdos con 

cualquiera de las 4 preparaciones (A. B. F, G} unicamente 13 

cerdos (23.2~} presentaron lesiones neumónicas. después del 

desafío intranasal con cultivos del micoplasma y en el grupo 

control que consto de 54 cerdos, 45 de ellos presentaron 

lesiones neumónicas (83.3%). Estos datos indicaron que estas 

bacterinas podrian ser usadas en la prevención de ia 

micoplasrnosis pulmonar porcina. Sin embargo, el aislamiento 

del micoplasma de los grupos inmunizados estableció que una 

verdadera vacuna debería prevenir la colonizaci6n d~l 

micoplasma en el pulmOn. Otro aspecto que se observo es que 

el encontrar niveles altos de anticuerpos medidos por la 

prueba de hemoaglutinacion indirecta. no era sinónimo de 

protección. Se tienen datos de una bacterina elaborada y 

vc;;:ndida en Suiza pvr los laboratorios Pfi::er que fue u:s::a::b 

. para la prevencion de la Neumonía EnzoOtica. Dicha bacterina 

contenía ~YS2e!~~~~ bY2rb!n!§ rormolizado adicionada con 

hidroxido de aluminio como adyuvante. De acuerdo a la 
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informacion obtenida se vendieron 10,000 dosis entre los afios 

de 1962 y 1968. Sin embargo. no se conoce la razón del uso de 

~~ b~Qrb!n!~· que siendo serolOgicamente distinto de ~~ 

h~QE~~~ffiQD!~~· se haya usado para la prevención de la 

micoplasmosis pulmonar porcina (Lam and Switzer , 1971 b). 

En 1976 se reporto una vacuna oleosa que proporciono una 

proteccion del 75~ {Citado en Goodwin, 1982 b}. 

Kristensen ~~ 2!(1901} prepararon una bacterina con ~~ 

b~QD~Ym2D!ª~ inactivada en adyuvante completo de Freund, que 

fue probada en lechones a los cuales se les determinó la 

respuesta inmune celular - humoral y el efecto protector de 

la inmunidad producida. La reEpuesta inmune celular fue 

medida por transformación blastoide v la humoral por la 

prueba de ELISA. Después de la vacunación los animales 

mostraron una marcada sensibilización de los linfocitos y un 

alto título de anticuerpos. sin embargo, cuando los animales 

fueron desafiados por una infeccion natural {fueron puestos 

en contacto con animales que presentaban signos de neumcnia 

enzootical. 

inmunizaciOn, 

no se observo un efecto protector de 

ya que los resultad~s histopatol6gicos, 

bacteriologicos y de inmunof luorescencia entre los grupos no 

vacunado y vacunado no mostraron diferencias. 

Etheridge y Lloyd en 1982 reportan que al utilizar una 

vacuna viva por vías intravenosa, subcutAnea e 

menor 

frecuencia de los cerdos inmunizados (citado en Ross ~~ ª!. 

1984). 
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Se ha reportado que el dextr~n sulfato (OS) aumenta la 

reaccion de hipersensibilidad retardada para ~..:.. E!!!!!!QD.!§. en 

el raton. por lo cual Kishima, Ross y Kaniyasu (1985) 

evaluaron el efecto de esta substancia con células muertas de 

tl~ Q~QEQ~~~QQ!2g sobre la respuesta inmune celular y humoral. 

La respuesta celular fue determinada por la prueba de 

transformación blastoide y la respuesta humoral por la prueba 

de fijación de comp~S?mento. Tanto la respuesta celular como 

la humoral con ~~ bYQED~~~QD!~~ con OS fueron superiores al 

grupo que solo recibió el micoplasma y con el que no fue 

inmunizado; La media de los porcentajes de lesión neumónica 

entre los grupos de ~~ bY2ED~~~~D!~~ mas OS, el de micoplasma 

solo y el sin vacuna fue de 1.21, 4.02 y s . ..-.7~ 

respectivamente. Por lo que en éste trabajo, la severidad de 

la neumonía utilizando al os como adyuvante fu-:: 

significativamente menor que con el grupo no vacunado. 

Ross ~1 ª! (198~) prepararon varias vacunas utilizando 

células completas del micoplasma, extractos de células, 

sobrenadante de cultivo y células lavadas con solución 

salina. Los resultados obtenidos de la bacterina con células 
9 

completas mostrO que la concentración de 10 unidades 

cambiantes de ~olor CCCU) fue la que dio meJor protección, 

mostrando con esto que no se requiere de un cultivo 

concentrado para la producciOn del inmunogeno. De los 

sobrenadantes obtenidos por lavado de solución salina del 

micoplasma se observo que estos tenian actividad ~rotectora. 

. .. \ 
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Ross sugiere que esto se debió probablemente a que durante el 

proceso de centrifugacion no se removió toda la membrana del 

micoplasma, probablemente contribuyendo ésto inducir 

proteccion. Las células tratadas. con calor también mostraron 

actividad protectora, manteniéndose ésta hasta los 80 C .. Los 

extractos no tuvieron ningUn efecto protector, incluso dichos 

extractos incrementaron el desarrollo de lesiones. 

Ross y su grupo. en conjunto con los laboratorios Smith 

Kline Beecham Animal Health, utilizaron dos vacunas 

denominadas XMHP4-1 XMHP5, arnbae contienen célulaE 

completas e inactivadas de tl~ hYQEn~~~QDiªg con un adyuvante 

no mencionado, difiriendo las dos por el tipo de agente 

inactivante utilizado. Estas dos vacunas fueron evaluadas 

primero en cerdos libres de enfermedades respiratorias. De 

las dos vacunas la denominada XMHP5 fue la que produjo una 

relativa protección contra la exposición intratraqueal de 

homogenizado pulmonar del micoplasma, va que ésta vacuna 

produjo reducciOn en el porcentaje de lesiOn pulmonar, de 

lesiOn microscopica y del numero de cerdos positivos 

inmunoflorescencia. Al realizar una prueba con cerdos 

convencionales utilizando ésta vacuna y con un desar!o con 

dos tipos de cepas de ~Y~QE!ª~~ª hYQEU~~~QOi~~ se observó que 

el grupo control mostrO una media de lesiOn pulmonar del 

41.15% y el grupo vacunado solo el 6.6%. Confirmándose con 

éstos datos la eficacia de ésta vacuna (Dayalu y Roes, 1990). 
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Los laboratorios Solvay Animal Health han elaborado una 

bacterina con la cepa de tl~ h~QED~~~QD1ª~ denominada cepa 

Solvay 1002. la cual en un estudio previo.oostrO ser la mejor 

en producir lesión pulmonar y en crecimiento " in vitro". La 

bacterina ésta formada por células completas de 

t!~22rr~g~~l].;_~~ 

especial". 

inactivadas mediante un "procedimientc· 

Al comparar la eficacia de esta bacterina con una 

formolizada, en animales de granjas del estado de Iowa con 

~~ b~QED~Y~2D!ª~ 

vacunados con la 

·1firmado. se observo que en 

t•acterina formol izada, otros 

animales 

con la 

bacterina de .. Solvay y en cerdos del grupo control presentaror1 

un porcentaje de lesión pulmonar de 26.-.. 11.6 y 30.t. '• 

respectivamente. En otras pruebas de campo realizadas se ha 

observado reducciones de lesion pulmonar del 60 y 67%. Cabe 

hacer mención que ésta bacterina ya se encuentra disponible 

en México.fPetersen ~~ ª1' 1990l. 

B. 1nmuno1eno• d• extracto• d• m•mbrana. 

El uso de membranas de tl~ bY2ED~~~2D!2~ como inmunogenos 

ha sido utilizado vacunando cerdas para que éstas a traves de 

calostro transfieran anticuerpos protectores a los lechones. 

Los resultados muestran que de esta manera los animales se 

protegieron pasivamente contra la infeccion experimental del 

micoplasma. En otro trabajo en cooperaciOn con los 

laboratorios Rhone Herieux se encontraron evidencias de que 

la misma vacuna puede inducir inmunidad activa cuando se 

administra en lechones (Ross. 19901. 
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c. In•uno1eno• de •ubunid•d••· 

El uso de antigenos a base de subunidades para el 

desarrollo de vacunas ha sido contemplado por varios grupos. 

Una proteína específica de 64 Kd. la cual aparentemente tiene 

funciOn de union, ha sido utilizada como inmunógeno. sin 

emb~rgo en un estudio piloto no indujo protección en cerdos. 

Trabajos realizados en los laboratorios Lillv Sinergen 

usando vacunas preparadas con la proteína de 65 Kd obtenida 

de cepas nativas o por ingenieria genética, han demostrado 

que proteje significativamente contra la neumonía 

experimental. Otros candidatos prote!cos para estudio como 

posibles inmunógenos seran las proteínas de 36 Kd y de 74.S 

Kd. (Ross, 1990). 

1.s rroducc10n de cerdo• libres de micoplasmaa. 

La creación de este tipo de hatos es el método mas 

efectivo para controlar la Neumonía enzo6tica <Betts, 1972; 

Madsen,1982). Comprende la completa despoblación, limpieza y 

desinfección de las unidades de cria, que se dejan usar un 

determinado tiempo (por lo menos 3 - 4 dias) para después 

repoblarlas con animales libres de la enfermedad. Resulta 

sumamente difícil obtener animales libres de Neumon!a 

enzo6tica de las granjas, por lo que se recurre a la compra 

de cerdos obtenidos por cesArea y que han sido privados de 

de calostro. que se mantienen en áreas de aislamiento 

estricto (Goodwin, 1965,1971, 1984: Minitis. 1982). A la edad 

de 4 a s semanas, se pueden destinar a las granjas los 



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 deberAn ser observadas 

estrechamente para mantenerlas libres (Goodwin, 1972,1985 bl. 

La forma mas eficaz a corto plazo para las condiciones 

prevalentes en nuestro pais. es la instauración de granjas 

libres de micoplasmas. Esto se consigue iniciando las granjas 

con lechones procedentes de cerdas de mas de tres partos. 

Dicha préctica se fundamenta en las siguientes razones: 

- que dichas cerdas ~a curan espontaneamente y no infectan a 

sus camadas 

el mantenimiento se facilita porque a~n no se ha 

establecido que los objetos contaminados, tales como la ropa, 

botas, etc., intervengan en la transmisión, sino que 

requieren de contacto directo entre el animal infectado y el 

susceptible (Fahay,1982}. 

1,6 Prot1laM1• oon ant1b16ticoa. 

Los medicamentos han probado ser ótiles en el control de 

infecciones secundarias y tienen importancia en la prevención 

y disminucion de la infecciOn contra micoplasmas (Cuadro 3). 

Los antibióticos mas usados son las tetraciclinas, 

lincomicina y tiamulin, que han tenido efec~o eobre la 

reducciOn de la severidad de las lesiones. Recientemente han 

sido creados dos métodos, el MEW CMedicated early weaning, 

destete temprano medicado) y el Iso~ean, basados en el uso 

energice de antibiOticos para prevenir la transmisión de 

enfermedades de la cerda al lechon. 



CUADRO 3 
ANTIBIOTICOS EMPLEADOS EN EL CONTROL DE LA 

NEUHONIA ENZOOOTICA 

AminoglicOsidos 
Cefalosporinas 
Nitrofuranos 
Hacrolidos 
Tiamulin 
Tetraciclinas. 
Tilosina 
Lincomicina 
Enrof loxacin 
Norfloxacin 

Adaptado de Burch,1982b; Degeeter,1982; 
Etheridge. 1979 e: Forster.1982; Gatmeittan 
1982: Goodwin, 1985 a; Hodges, 1969; Huhn.1982; 
Hsu. 1982: Meszaros,19SS;Patterson,1982: Pointon,1983 
y 198Sb: Rose, 1990: Stipkovits.1978. 
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Dichos m~todos han probado producir hatos libres de 

enfermedades ' respiratorias incluyendo neumonía en=oótica y 

rinitis atrofica, utilizando los lechones de esta granja para 

programas de repoblación (Ross. 1990). 

Sin embargo todos los medicamentos me'r1cionados solo ayudan a 

reducir la severidad de la enfermedad, pero no previenen la 

infección pulmonar, incluso el efecto patológico es suprimido 

durante la administración de medicamentos. sin embargo, se 

pueden desarrollar lesiones tipicas de micoplasma despu~s de 

que los antibióticos se dejan de suministrar. Otroe 

inconvenientes de uso de antibióticos es la elevación del 

costo de las raciones, as! como la selección de cepas 

resistentes. 
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2. HlPOTlSlS DE TRABAJO. 

Existen numerosos eEtudios sobre la experimentación de 

diversas vacunas de tl~~Q2~ª~mª Q~g~ngymgni~g. para prevenir 

la neumonía enzoótica, que han sido aplicadas por diferent~= 

vi as y en cerdos libres de patógenos específicos, 

gnotobiOticos o priVados de calostro; los resultados muestran 

la poca efectividad en cuanto a la protecciOn. 

La hipótesis del presente trabajo, plantea que la 

administraciOn de ~~ bYQPD~HID9D!eg por v!a intraperitoneal 

estimularA a macr6fa~oa y a linfocitos B del tejido linfoide 

relacionado con intestino CTLRI. en inglés GALT de gut 

associated lymphoid tissue\ y que, a través de la circulación 

linfocitaria, que se pretende denominar como circuito celular 

íntermucosal, se estiwule al tejido linfoide relacionado con 

los bronquios (TLRB, del inglés BALT de bronchus associated 

lynphoid tissue) para producir anticuerpos que seran capaces 

de reconocer al micoplasma en la mucosa respiratoria y evitar 

de esta manera la colonizaciOn del tejido pulmonar 

(Scicchitiano ~S ª1,1984). 

Por lo cual, se plantea como objetivo principal la 

evaluacion de dos inmunogenos, que aplicados por. vía 

intraperitoneal sean capaces de prevenir la enfermedad en 

cerdos convencionales. 
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llle9uaan del Plan da Trabajo, 

Para poder cumplir con el objetivo planteado se hizo lo 

siguiente: 

l. Se produjo biomasa de ~~ bYQED~~m2n!2g. 

2. Se preparo un adyuvante a base de ggr~n~Qª~!~r!Ym Q~!§ 

y se determino su inocuidad en conejos y cerdos. 

3. Se prepararon dos inmunOgenos de tl~ bYQEDg~mQD!ªg, 

uno partir de células completas. inactivado con 

formaldehido y suspendido en adyuvante y otro de 

celul~s completas sin adyuvante. 

4. se vacunaron cerdos convencionales por vía 

intraperitoneal. 

S. Se eValuaron los inmun6genos mediante el desafio a 

cerdos vacunados y no vacunados, midiendo lOB 

siguientes parémetros: 

a) Signos clinicos respiratorios y temperatura. 

b) Lesiones pulmonares macroscOpicas y microscopicas. 

e) RecuperaciOn de ~~ b~QEU~Y~QD!2~· 



3. MATERIALES Y METODOS. 

3.1. MATERIALES. 

3.1.1. Preparación del inmun6geno. 

3.1.1.1 Producción de~~ biQQD~YmQn!ªg. 
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Se utilizó la cepa 194 de tl~ bYQQD~YmQU!~~ obtenida 

partir de un homogenizado pulmonar,libre de virus (donada 

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

3.1.1.2 Producción del adyuvante. 

Para la producción del adyuvante se empleó una cepa de 

9QIYD~2ªg~~r!~~ Q~!§. de la colección de la Facultad de 

Estudios Superiores CuautitlAn, U.N.A.H., aislada a partir de 

una muestra de linfoadenitis caseosa. Aceite mineral (Sigma 

Chemical), Tween 80 (Sigma Chem1cal) y solución amortiguada 

de fosfatos {PBS) de pH 7.2 

3.1.2 Prueba de inocuidad del adyuvante. 

Se utilizaron dos lechones de raza Yorkshire destetados 

a la quinta semana. provenientes de madres de quinto parto 

procedentes de una granja sin antecedente de •icoplasmosis 

pulmonar, a los cuales se les alimento con .. Lechoncina"' libre 

de antibióticos de uso terapéutico. Asi misao se emplearon 

cinco conejos de 2 kg de peso, raza Nueva Zelanda, 

alimentados con "Conejina". Ambos productos fueron de Purina 

de H~xico. 
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3.1.3 Grupos experimentales. 

Se utilizaron 12 lechones, raza Yorkshire, destetados 

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 antibióticos de uso 

terapeutico. (Purina de Mexico}. 

3.1.4 Histopatolog!a. 

Se utilizo una solucion de formalina amortiguada al 10~ 

para fijar todas las muestras que se colectaron. 

3.1.s. cultivo y aislamiento' de microorganismos. 

3.1.5.1. Medios de cultivo para micoplasmas (Friis, 1969,1971 

a y b, 1977 > • : 

Medio HP "Hyopneumoniae" modificado por Friis. 

Soluc10n salina balanceada modificada de Hanks 

Extracto de ~evadura estéril 

Agua destilada 

Ir. JsiOn cerebro corazon CDifco) 

PPLO Caldo (Difco) 

Rojo de Fenol (0.22~) 

Bacitracina 

Meticilina 

suero inactivado de cerdos 

152 ml 

18 ml 

225 ml 

2.5 gr 

2.5 gr 

3.5 ml 

75 mg 

75 mg 

100 ml 

Medios basales : PPLO w/o CV {Difco Laboratories No. 

0554-01), Infusion cerebro corazon (Difco Laboratories 

No. 0037-02). 
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SoluciOn salina balanceada de Hanks. 

Agregar en el orden descrito ' 
SoluciOn Stock "A" NaCl 80 gr. 

KCl 4.0 gr . 

MgSO . 7H o 1. o gr. 
4 2 

MgCl .6H O 1.0 gr. 
2 2 

Agua destilada hasta 400 ml 

CaCl 1. 4 gr 
2 

Agua destilada hasta 500 ml. 

Solucion Stock B 

NaH PO .12 H O 1.5 gr 
2 4 2 

Agua destilada 400 ml. 

KH PO O.& gr. 
2 4 

Agua destilada 500 ml. 

Al momento de su uso, 25 ml de la Sol."A" se mezclan con 

acua destilada ( hasta 400 ml). después se agregan 25 ml. de 

la Sol. "B" y se completa con agua destilada hasta 500 ml. 

El medio de Friis se ajusto con NaOH 1 N a un pH de 7.6. El 

extracto de levadura y el suero se esterilizaron por 

filtracion y fueron adicionados Junto con los antibióticos a 

los 11edios previamente esterilizados en autoclave a 121 C 15 

lb/pulg durarite 15 •in .. Los medios se distribuyeron en 

tubos estériles 13 x 100 mm) con tapOn de baquelita, 

conteniendo 4 ml. cada tubo. Para la preparación de medios 
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solidos se utilizo la misma base de medios líquidos, pero se 

adiciono agar noble a una concentraciOn de 10 gr para un 

litro de medio líquido. 

Extracto de levaduras. 

Se supendieron SO gr de levadura fresca de panaderia en 

100 ml de KH PO~ 0.2 M .. Se calento a eo - es e durante 20 

minutos. se clarificO mediante filtración con cartuchos 

Hillipore "Lifegard" CP-15 y se ajusto el pH a 7.6 con una 

solucion N. de NaOH. Se esterilizo por filtración 

(membranas de Hillipore 0.22 micras) y se almaceno a -20 e 

hasta su uso. 

3.1.5.2 Medios de cultivo para corinebacterias. 

se empleó caldo infusion cerebro corazon (BHI, Bioxon de 

Ml!xico) suplementado con suero de equino al 10 

utilizandose el mismo con agar al 1.s ~para la preparación 

de medio solido. 

3.1.5.3 Medios de cultivo para Pasteurelas. 

Se utilizo Base de agar sangre 

adicionado con sangre de bovino al 5~. 

Bioxon de México) 

3.1.S., Medios de cultivo para Bordetelas. 

se utilizaron Base de agar sangre con S~ de sangre de 

bovino y Hac Conkey ( Bioxon de México). 
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3.1.6. Medios y pruebas de diferenciación bioquímica para 

micoplasmas. 

3.1.6.1 Hicoplasmas. 

3.1.6.1.l Medio de hidrólisis de la arginina. 

PPLO caldo C Difcol 10.5 gr 

L- arginina HCl 

Rojo de fenol ( Sol. 0.21.} 

Agua destilada hasta 

s.o gr 

6.25 ml 

250.00 ml 

Se ajusto el ?H a 7.0 con NaOH 1 N. se esterilizó por 

filtracion y se agregaron asépticamente los 

compuestos estériles 

Suero de equino 

Extracto de levadura 

Penicilina G pot&sica 

3.1.6.1.2. Medio de glucosa 

100.00 ml 

50.00 ml 

250000 UI 

siguientes 

se utilizaron como base los medios de Eaton y Friis con 

glucosa a razón de 1 gr por 1000 ml de medio. se ajustó el pH 

a 7.0 y posteriormente se agregaron en forma aséptica los 

componentes estériles siguientes: 

Suero de equino 200 ml 

Extracto de levadura 100 ml 

Penicilina G sOdica SOOOOO UI 

Los dos medios anteriores fueron distribuidos en tubos de 

13 x 100 con tapon de baquelita conteniendo 4.S ml cada tubo 

y se almacenaron a q c. 
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3.1.6.1. 3. Prueba de dependenci·a de esteroles. 

Se prepararon soluciones de polianeto sulfonato de sodio 

lLiquoid Roche ) al S n y digitonina al 1.5 %. 

Se esterilizaron por. filtaciOn. Una gota de Liquoid o 

digitonina, se coloco sobre discos de papel filtro 

estériles, se secaron a 37 e y se almacenaron a 4 c. 

3.1.6.1.4 Prueba de produccion de peroxido de hidrógeno 

Se preparo una soluciOn al o.ir. de azul de metileno en 

agua destilada, se esterilizo en autoclave y se almacenó a 4 

c. Asf mismo se emplearon glóbulos rojos tipo "O" de humano 

3.1.6.2 Pasteurelas y Bordetelas. 

Se realizaron las pruebas bioquímicas de identificación 

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

3.1.7 Prueba de Inmunofluorescencia. 

3.1.7.l Antisuero contra~~ b~QEn~~ffiQD!ª~· 

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, Iowa State University, 

proveniente de conejo, utiliz&ndose a una dilución de 1 : 20 

al momento de su uso. 

3.1.7.2 Conjugado de antigamaglobulina de conejos preparado 

en cabras. 

Se empleo un suero comercial (Laboratorios Hoescht). 

antigamaglobulina de conejo preparado en cabras, marcado con 
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fluoresceina a una d1lucion 1:30 al momento de su uso. 

3.1.7.3 Soluciones. 

- SoluciOn 0.01 M amortiguadora de fosfatos (PBS> pH 7.2 

Solución A NaH2P04 

NaCl 8.5 gr 

Agua destilada 1000 ml 

Solucion 8 Na2HP0.4 1.42 gr 

NaCl 8.5 gr 

Agua destilada 1000 ml 

se mezclan 280 ml de la Sol. A con 720 ml de la Sol. B. 

Ajustar el pH si es necesario. 

- Glicerina. 

- Etanol absoluto. 

3.1.7.4 Equipo. 

Microscopio de fluorescencia y criOstato. 

Se utilizó un microscopio binocular Carl Zeiss Wl. 

equipado con condensador de campo obscuro y l6mpara de vapor 

de mercurio HB 200 W/4. Al momento de su utilización se 

usaron un filtro de excitaciOn azul (BG 12) y un filtro de 

barrera SO. El criostato utilizado fue un American Optical. 



3.2 HITODOS. 

3.2.1. PreparaciOn del inmunogeno de tl~ b~QEQ~~~ºn!ª~· 

3.2.1.1 ProducciOn de ~~ bY2ED~~~QD!ª~ 
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El micoplasma se aislo a partir del homogenizado 

pulmonar y para determinar el tiempo Optimo de cosecha del 

micoplasma se realizo una medición de la absorbancia 

(densidad óptica> a un cultivo del rnicoplasma Para ello se 

emplearon 2 tubos con 10 ml de medio de Friis inoculados con 

10 microlitros del micoplasma. Otro tubo no se inoculó el 

cual fue considerado como el control. Todos los tubos 

carec1an de indicador rojo de fenol para evitar falsas 

lecturas. uno de los tubos inoculados se mantuvo en estufa 

bacteriologica en reposo. el otro tubo se coloco en un bano 

metabOlico en agitación a SO rpm. Todos los tubos se 

incubaron a 37 e y cada 24 horas durante cinco dias se les 

realizo la determinacion de absorbancia mediante el uso de un 

espectrofotómetro 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 sucesivos 

hasta la obtencion de una cantidad de aproximadamente 10 ml 

de biomasa. La cepa fue cultivada en 10 ml. de medio de 

Friis, incubada 24 hrs. y posteriormente se inoculó en 500 

ml. del •edio mencionado, incub~ndose con rotación (37 e 

50 rpm ). Las células fueron cosechadas por centrifugación a 

16,000 xg y se lavaron en solucion salina balanceada de Hanks 

(HBSS) 16,000 xg. Después se tomo una alícuota para 

determinar la concentrac~on de organismos viables en unidades 

csmbiantes de color (CCU), la cual se realiza haciendo una 



dilución 1:10 del micoplasma en medio líquido de Friis. a 

partir de la cual se realizan una serie de .diluciones 

decimales ( lC'-1 en rnedi~ líquido de Friis. se incuban a 37 C 

hasta por un período de cuatro semanas. El óltimo tubo 

dilucion que muestre un cambio de color Acido visible se 

considera el titulo que corresponde a las unidades cambiantes 

de color (UCC). 

El remanente de la suspension fué tratado con formalina 

C0.15~. J.T. Baker) toda la noche y posteriormente se 

hicieron lavados con HBSS. Después de la determinación de las 

CCU, las bacterinas fueren diluidas ~ara obtener las dosis 
9 

adecuadas de 10 UCC por mililitro. 

•3.2.1.2 ProducciCn del adyuvante. 

f2!~~~Q~~~~~!~~ 2Y!§ fue sometido a un proceso similar 

al del micoplasma. sembrandose en medio de BHI adicionado con 

suero. realiz~ndose la determinación de la absorbancia sólo 

en condiciones de agitación, a SO rpm y a 37 e . Las lecturas 

se realizaron a 660 nm, cada 3 horas hasta a completar 24.hr. 

Se centrifugo y lavo en forma similar al aicoplasma y el 

paquete celular se rompió utilizando una bomba de ruptura con 

nitr6geno a 1000 PSI por 15 minutos, durante tres veces y 

posteriormente se realizo tinciOn de Gram y siembra en medios 

de cultivo Cagar sangre, BHI y Hac Conkey) para determinar su 

pureza. Posteriormente se mezclo de la siguiente forma: 

Aceite mineral, PBS, ~~ 2Y!~· Tween eo, en una relación 

2:1:1:1 respectivamente. 



3.2.1.3 Preparacion del inmunOgeno con el adyuvante. 
. 9 

El micoplasma con un título de 10 UCC/ ml y el 

adyuvante fueron mezclados en una proporci611 1:1 ( v/v) Se 

conservo en refrigeración a 4 e por un lapso de tiempo de 

aproximadamente 40 dias hasta su uso. 

3.2.1.4 Prueba de inocuidad del adyuvante. 

Se realizo mediante la inoculaciOn en dos especies 

animales (5 conejos y 2 cerdos). El adyuvante se inoculo por 

v!a intraperitoneal y los animales se sacrificaron a los 25 

d!as para observar efectos patolOgicos. 

3.2.2 ProducciOn del homogenizado pulmonar con tl~ 

b~QED~Ym2n!ª~ cepa 194 para el desafío. 

Se inocularon cuatro lechones en dos pases, utilizAndose 

dos lechones en cada pase. A los dos primeros se les inoculó 

con la suspension de tl~ D~2en~~m2D!~~ cepa 194 (con un 
4 

título de 10. UFC/ ml) usando 20 ml. por animal. Se 

administro por v!a endotraqueal con una sonda nasofaríngea, 

psra lo cual los cerdos fueron previamente sedados con 

asaperona (2 mg k~ de peso, vía intramuscular) y 

anestesiados con clorhidra~o de metomidato ll.5 mg/ kg de 

peso, vía intravenosa). Los lechones fueron observados 

diariamente y se sacrificaron por choque eléctrico y 

exsansuinacion cuando presentaron los signos clinicos de 

neumonía sproximadamente al dia 20 posinoculación). Se 

obtuvieron asépticamente los pulmones y de sus Breas 

neumonicas se preparo un homogenizado pulmonar al 10~ (p/v) 
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en medio de Friis con morteros Ten- Broeck. Con éste 

homogenizado se inocularon los cerdos experimentales de la 

manera antes descrita. 

Del Ultimo pase se tituló el homogenizado empleAndose 

muestras de 0.5 ml. que se diluyeron seriedamente en medio de 

Friis, se incubaron, se aislaron y los micoplasmas aislado~ 

se identificaron. 

3.2.3 Grupos experim~ntales. 

Se formaron tr~s grupos experimentales de cuat~o cerdos 

cada uno, los cuales se distribuyeron en áreas separadas, con 

comederos y bebederos independientes. Antes de realizar el 

experimento se mantuvieron una semana en reposo. Los grupos 

se formaron de la siguiente manera: Grupo (testigo), 

inoculados intraperitonealmente { I/P) con 2.0 ml. de medio 

de Friis liquido, Grupo 11, inoculados l/P con 2.0 ml de una 

bacteri.na de !:L !r:tQED~b!filQD!ªg 
9 

base de céltilas 

muertas y completas llO UCC/ mll sin adyuvante y Grup,o 

III, inoculado I/P con 2.0 ml. de una bacterina de ~~ 
g 

base de células muertas y completas llO 

UCC/ mll en adyuvante ~leoso y ~2r~n~Qªs!~r!Ym QY!~- La 

inoculaciOn de la vacuna se realizo con una Jeringa y émbolo 

de cristal, debido a que se garantiza que el inoculo penetra 

adecuadamente la cavidad. peritoneal, ya que no ofrece 

ninguna resistencia cuando se est& inyectando, lo que no 

ocurre al usar jerin&as de plAstico. 
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Todos los cerdos se desafiaron con 20 ml. del 

homogenizado pulmonar conteniendo ~~ h~Q~~~~!Q~!~~ cepa 194 

por v!a intratraqueal. el día 28 posvacunación. Los cerdos se 

sacrificaron el dia 50 posvacunaciOn (32 dias posdesafÍo). 

3.2.4 Temperatura corporal y signos respiratorios. 

A todos los cerdos diariamente se les tomó la 

temperatura por v!a rectal entre las 8 y las 9 de la manana 

durante todo el experimento. Se observaron también los signos 

clínicos respiratorios de tos y disnea. El sacrificio de 

todos los animales se realizó cuando en los cerdos del Grupo 

I (control) se observaron los signos respiratorios severos. 

3.2.5 EvaluaciOn de las lesiones macroscopicas. 

se midió la extensión de las lesiones mediante la 

técnica de planimetría, en donde se comparan con diagramas 

pulmonares normales, tanto de vista dorsal como ventral. 

Para ello se observo el pulmón del cerdo por sus dos vistas y 

se dibujaron en los diagramas las Areas afectadas, senalando 

la presencia de adherencias: y aspecto de las lesiones. 

Posteriormente se sobrepuso al diagrama realizado uno normal 

del pulmon cuadriculado en acetato , y se conto el nomero de 

espacios del cuadriculado que represento cada lesión. Se 

calculo el promedio del Area ocupada por las lesiones 

neumonicas tomando como base el porcentaje del área total 

del pulmon. (CipriAn, 1988). 
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3.2.6. HistopatologÍa. 

Pequenos fragmentos representativos de los pulmones 

(lóbulo craneal y cardiaco derechos) se fijaron en formalina 

al 10%, se incluyeron en parafina para la obtención de cortes 

de 6 micras de espesor tratAndose con la tinci6n de 

hematoxilina - eosina <H. E.). 

3.2.7. Cultivo y aislamiento de microorganismos. 

3.2.7.l Aislamiento de tl~ btQEQ~~~gn!~~-<Armstrong,1901; 

Boughton, 1975 ;Ci f'r i6n, 1978 :Kobisch, 1982} 

Para realizar el aislamiento, se siguieron los pasos que 

se describen en el diagrama del cuadro 4. 

3.2.7.l.l Prueba de dependencia de esteroles. 

Se sembraron los micoplasmas aislados y desorrollados en 

medio sólido de Friis, inmediatamente se colocó sobre la 

superficie un sensidisco impregnado con digitonina o Liquoid 

y se incubo 3 a ~ dias a 37 c. Una zona de inhibición indicó 

la dependencia de esteroles. 

3.2.7.1.2 Prueba de hidrólisis de la arginina. 

Los micoplasmas aislados se sembraron en el medio 

l{quido de arginina y se incubo a 37 e durante 3 a 4 dias. 

Una reaccion alcalina < color pórpura) se da como positiva a 

la hidrOlisis. 

3.2.7.1.3 Prueba de fermentacion de la glucosa. 

Los micoplasmas se sembraron en los medios de Friis 

líquido con glucosa y se incubaron de 3 a 4 dias a 37 c. Un 
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cambio del medio a amarillo indica una reacción positiva. 

3.2.7.1.4 Prueba de producciOn de perOxido de hidrOgeno. 

De los micoplasmas aislados y desarrollados en medio 

sólido de Friis, se cortaron trozos de agar de cm con 

colonias y se colocaron en portaobjetos. También se 

prepararon eritrocit.os (tipo "O" humano } que se lavaron tres 

veces con solucion salina amortiguada, de esta mezcla se 

agregaron dos gota~. sobre el agar con colonias y al cabo de 

unos minutos se observaron al microscopio. Una reacción 

positiva se manifest.O al tenirse los eritrocitos de color 

azul, rodeando a las colonias de micoplasmae. 

3.2.7.2 Aislamiento e identificación de otras bacterias. 

De las lesiones neumónicas se tomaron en forma aséptica 
3 

trozos de aproximadamem:.e 1 cm los cuales se homogenizaron 

en un triturador de tejidos Ten-Broeck. Se inocularon sobre 

placas de gelosa sangre ( sangre de bovino al 57.) y se 

incubaron a 37 e durante 24 a 48 horas. A las colonias 

purificadas se les hicieron pruebas de identificación 

bioquímica segón Cowan y Steel (1974). Se limpió la zona de 

la nariz y se tomo la muestra con un hisopo estéril, se 

coloco en un tubo con caldo nutritivo como medio de 

transporte. Se sembraron las muestras en agar He Conkey al 

1% de glucosa y en agar sangre. Las colonias purificadas se 

sometieron a las pruebas bioquímicas de acuerdo a cowan y 

Steel(1974) para su identificaciOn. 
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3.2.8 Prueba de inmunofluorescencia indirecta 

3.2.B.1 Controles. 

Previa la realizaciOn de la prueba se establecieron los 

controles con el fin de eliminar fluorescencia inespecÍfica. 

Se utilizo el antisuero contra ~~ bYQED~~m2n!e~ y el 

conjugado a una diluciOn de 1:20 y 1:30 respectivamente, los 

cuales fueron puestos en contacto con un pulmón fetal normal 

y un pulmón de un cerdo de 6 meses de edad normales y después 

se realizo 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 Preparación de las muestras. 

La parte afectada de las muestras congeladas se cortó, 
3 

en aproximadamente 1 cm . procurando incluir bronquios y 

bronquiolos. Se hizo lo mismo para el pulmón fetal y con el 

pulmon normal de un cerd!> <t ... "! 6 meses de edad aparentemente 

sano. Se realizaron cortes de B micras con el crióstato a 

-20 e y se colocaron en un portaobjetos de acuerdo al 

protocolo establecido, posteriormente fueron fijadas en 

etanol absoluto, un lapso de 10 minutos. 

3.2.8.3 Técnica de inmunofluorescencia indirecta. 

1. Se coloco el antisuero de !j..:.hYQI?!:!~!:!~QD!.~~ a cada una de 

las preparaciones. 

2. Se colocaron las laminillas en cAmara h~meda y se 

incubaron a 37 e durante 30 minutos. 



3. Se lavaron en P.B.S. durante 10 minutos. 

4. Se lavaron en agua destilada durante 5 minutQS. 

S. Se dejaron secar a temperatura ambiente. 

6. se coloco anti-gamaglobulina de conejo en 

conjugada con fluoresceina. 

cabra 

7. Se colocaron las laminillas en cAmara hümeda a 37 e 

durante 30 minutos. 

a. Se lavo con agua destilada durante 5 minutos. 

9. Se seco a temp~ratura ambiente. 

37 

10. Se coloco una gota de glicerina a cada muestra v se le 

coloco un cubreobjetos . 

11. Se observo en microscopio de inmunofluorescencia. 
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4,RllULTADO! 

4.1 Cultivo de~~ b~QED~~m~n!ª~· 

La producción del micoplasma utili=ado como antígeno se 

realizo en dos condiciones de crecimiento. en reposo y en 

agitación. En reposo ~e tomo como parAm~tro maximo el valor 

de O.OS de absorbancia a 625 nm, obtenido al tercer día de 

incubacion y para las condiciones de agitaciOn se eligiO el 

de 0.06 de absorbancia al cuarto día. En base a estos 

resultados los cultivos de 500 ml se incubaron en agitación a 

SO rpm, a 37 c. por un período de 4 días {Cuadro S l. 

4.2 Preparacion del inmunOgeno. 

~.2.1. Preparación del antígeno de~~ bYQED~~ffiQO~ª~ 

Los cultivos que presentaron una lectura de absorbancia 

de 0.06 fueron empleados pará la preparación del inmunógeno. 

Durante la elaboraciOn, por cada litro de medio de cultivo se 

obtuvo aproximadamente l ml de biomasa, determinéndose una 
10 

concentracion de organismos viables equivalente a 10 

unidades cambiantes de color {UCC). Se prepararon lo ml de 

ant!geno. Las pruebas de control de pureza revelaron que el 

cultivo mostro homogeneidad y además no se encontraron 

contaminantes. 

4.2.2 PreparaciOn del adyuvante. 

La mediciOn de la absorbancia en condiciones de agitacibn 

para la cosecha del g~ 2~!~. se estableció en un tiempo 

Optimo de 18 hrs, ya que se determinó el valor mayor de 

absorbancia de 0.79 (Cuadro 6). Posterior a la destruccion 

celular se aprecio un 90 ~ de ruptura mediante la tinción de 
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Gram. La combinacion del ~~ 2Y!~· el aceite mineral, el 

Tween 80 y el micoplasma permaneciO homogénea hasta el 

momento de su uso. Se conservaron muestras del inmunógenc• 

preparado hasta por dos meses mas después de terminado el 

experimento, tiempo en el cual no se observó ningün cambjo en 

homogen.:::idad y apariencia. 

4.2.3 Prueba de inocuidad. 

La prueba de inocuidad del adyuvante se practico en los 

conejos y en uno .j~ los cerdos. ambos inoculados por v1a 

int.raperi toneal; no se observo alglln signo clínico o alg~n 

cambio macroscOpico aparente en el peritoneo u otros OrganoF. 

(Figura 1). 

Uno de los cerdos fue inoculado por error en tejido 

subcutAneo, presento fiebre (40-42 C) durante los primeros 

cinco dias, así como postración, anorexia y una fuerte 

inflamación en el lugar de la inoculación en los primeros lU 

días. El animal fue sacrificado a los 25 dias y se le hizo l~ 

necropsia; el tejido subcuténeo de la región abdominal 

ventral izquierda presentaba una masa de tejido de 

aproximadamente 3 cms. de diAmetro. que al corte presentó una 

consistencia dura de la cual no se aislaron bacterias 

(Figuras 2 y 3 ). No se encontraron cambios 

aparentes en otros órganos y tejidos 

Histopatologicamente el granuloma subcut&neo 

patológicos 

del animal. 

present:aba 

grandes gotas liposolubles e indigeribles en el interior, asi 

como c~lulas gigantes y mononucleares (Figura 4). 



CUADRO S.- LECTURAS DE ABSORBAHCIA A DIFERENTES TIE~POS DE 

IHCUSACJON DEL CULIIUO DE nycoplu:rta h11opnru¡,ontu. 

COHDICJOH DEL CULllUO . 
DIA CONTROL 

REPOSO 
.. .. 

AGl!ACION 

8 e.eie 8.818 8.&18 

1 e.e11 8.818 e.e2e 

2 8.818 8,815 8.eJO 

l e.e1e e.ese e.ese 

4 e.e10 e.ese e.ll6e 

s e.ele e.868 8.e6e 

• St utilid Mtdlo dt Friu, sin indic1dor rojo 
dt hnol sin inoculo. 

u St trtpltÓ 11!1 MI, dt Mtdio dt Friu sin rojo dt 

hnol, inoculando con 10 µJ dt Micopluru. 

St d1hm1no' h dtnsidad o'ptica l l. : 625 nM. 

CUADRO 6.- LECTURAS DE ABSORBAHCIA A DIFERENTES TmPOS DE 

IHCUBACIOH DEL CULIIUO DE Cor11ntbacttrlUM DYU, 

COHDICIOHES DEL CUL!JUO . .. 
!IEnPO CONTROL AGl!ACIOH 

8 e.82e 8,86 

l e.828 e.56 

' e.82e 8.64 

9 8.828 8.12 

12 8.82e 8.16 

IS 8.828 8.71 

18 8.828 8.19 

21 8.820 e.?9 

24 e.82e 8.19 

• St utili16 Mtdio BHI con 18 X dt sutro dt tquino. 

H St tf'1pltd' un r'lltrat nthlortltrico con 258 MI. dt 

Mtdlo BHI con UI Y. dt sutro uuino lnocuhdo con 
18 rtl. dt h corintb1cttrh. 
St dtttmlnd' h dtnsldad d'ptica a l.= 6'e nM. 
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FIG. l. Peritoneo sin caablos patológicos •parenles en el cerdo que fue eopleado pan 11 
prue!.a de Inocuidad ul ~ .. nte. 

FIG.Z. Gr1111l,.. en tejido subcutáll:O locdludo en 11 ""llón 1W..IMI en un cerdo 
h11cula40 con ·~ .. nte, el cual ro penri1'0· en cavidad pePltoneal. 



FIG.3. Aspecto del ¡m111 ... 11 corte encontrado en el cerdo looculado con ad!11vante solo, 
quo no penetró• la c&Vldld perlloneal, 

FlG.4. lola:16n lnfl1Mlorl1 locdhad1 en el sitio del tejido sut.cutineo, en dohle 
r.e apllcdo el .q.uonte. Se •precian gotu llposolubles <•>, celulas oonowcl1m1 
( ) y células gl1antes +. 



4.3. Vacunacion de los grupos experimentales. 

4.3.1.EVolución de los signos clínicos en los cerdos de los 

grupos inoculados. 

4.3.1.l. Temperatura. 

Los animales del grupo I mostraron temperaturas dentro 

del rango normal, con promedios de 39.0 i 0.4 durante los 

d!as posteriores a la inoculación del medio de Friis. Después 

del desafio mostraron hipertermia los ñltimos d!as del 

experimento, apartir del día 47 (20 dlas después), hasta el 

día del sacrificio. 

Los cerdos del grupo II presentaron hipertermia en forma 

irregular ·posterior al ct!a de la vacunación y fueron lof" 

días 4, 5, 7, 8, 18, 19, 20, y 24. Los dias y 29 

posterior al desafío 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 l. 

Los cerdos del grupo III mostraron hipertermia durante 

los siguientes días 4, 5, 7 y 17, siendo los dias 17 y 32 loe 

mas altos con 39.7 c. manteniéndose dentro 

promedio normal hasta el Ultimo dÍa del experimento. 

4.3.1.2 Signos respiratorios. 

4.3.1.2,1 Tos. 

del 

Después del desaf!o en el grupo I, uno de los cerdos 

inlci6 con una tos leve el dia 17 continuando as! hasta el 

d!a 20, a partir del cual fue moderada y en los dos ultimes 

d!as del experimento dicha tos fue severa. Otro de ellos tuvo 

una tos moderada durante los días 20 y 21 



postdesafio. En el grupo II, dos animales presentaron tos·. en 

uno de ellos fue leve los dias 20 y 21. En el gr~po IlI sólo 

un cerdo presento tos leve a partir del d{~ ~1 hasta el 

sacrificio. 

4.3.1.2.2. Disnea. 

Posterior al desafío dos cerdos del grupo.:· 

desarrollaron disnea, a uno de ellos se le detectó a partir 

del día 20. siendo ésta en reposo . Otro animal el dia 21 

mostro disnea en reposo hasta el día del sacrificio. En el 

grupo Il dos cerdos tuvieron una disnea de esfuerzo un solo 

d{a, uno el día 20 y otro el día 21. En un tercer cerdo se 

detecto disnea en reposo el dia 21 y prosiguid con ella hasta 

el dia del sacrificio. 

En el grupo 111 solo un cerdo presentó disnea, de 

esfuerzo de los dias ~l a 23 y se mantuvo en reposo el óltimo 

d!a del experimento. 

4.4. Lesiones macroscópicas. 

Los cerdos del grupo I fueron los que presentaron mayor 

porcentaje de lesiones, encontr&ndose Areas resolutivas de 

cicatrizacion. disminución de tamano del lóbulo afectado y 

pocas zonas rojizas o gris rojizas. El promedio de la 

superficie pulmonar afectada fue de 137.. 

En los animales del grupo 11 se observaron pocas 

lesiones consolidadas que abarcaron en promedio 3~ de la 

superficie pulmonar. En el grupo 111 se observo el mismo 

fenomeno de cicatrizaciOn y acortamiento del tamano de los 



lobulos. El del tamano area afectada en promedio fue de 6 .• 

(Figura 5). La distribución de lesiones macroscópicas se 

observa en el Cuadro 7 y en las Figuras 6a .6b y 7. 

Algunos de los cerdos presentaron lesiones de diversa 

magnitud en cornetes nasales, que variaron desde una ligera 

hasta una completa desti·ucción de los corneteE'. con 

deformación nasal visible. 

4.5 Lesiones microscópicas. 

En todos los grupos ensayados en por lo menos en un 

animal de cada grur~ se encontraron lesiones caracterizad~s 

por una infiltracit•n linfocitaria. SOlo en un cerdo del grupo 

II se encontró la presencia de polimorfonuclearee. 

4.6 Hicroorganismos recuperados. 

Los aislamientos de los microorganismos se muestran en 

el Cuadro 8. El aislamiento de~~ hYQQD~YIDQD!~~ (Figura 8) 

solo se logró de un animal del grupo l, uno del 11 v de d~s 

del III. El estudio de bacteriologia general reveló que por 

lo menos en un cerdo de cada grupo se aislaba f~ ~~l~g~!Q~. 

As! mismo de las lesiones encontradas en cornetes nasales se 

aislaron ª~ ~rgn~hi~~eSi~ª Y f~ ~~!!gfiQ~. 
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CUADRO No.7.- DISTRIBUCION DE LAS LESIONES 
NACROSCOPICAS EN LOS LOBULOS 
PULNDllARES. * 

GJllPOS OO'DlllOMAW 

L6bulos ahch.dos 
1 11 111 

Apical d•ucho 414 1/4 Z/4 

Apical iHuitrdo Z/4 e/4 Z/4 

Cardiaco dtrtcho 3/4 1/4 214 

Cudhco uquirrdo 214 1/4 Z/4 

Dhrra9Mltico dtrtcho 1/4 214 e/4 

Diafu9Mit1eo itquitrdo 214 114 e/4 

Rccuorlo 1/4 614 e/4 

•Los datos indican tl nÍU"ltro dt ani"llfs &ftchdos 
tn cada ¡rupo, 
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FIG.~ a y b. Arel¡ resolutillls tlptc .. de caw de lleulonla Elll06tlca encontradas en 
los 16'"1los ••lerlores 4o algunos cerdos lnoaila®' con ~pl•- Jyipnewoonlae, 



PIG.7. Leslbn M CU11MJllilaclOo ,... "" el l"""lo car4laco iereclll de un =do Inoculado 
-~1-~1 ... 



CUADRO Ho.B-NICRODRGAHISNDS PRESENTES EH EL PULMON 
Y CORNETES NASALES DE LOS CERDOS 

POSDESAF"IADOS 

PIJIJ!Oll CQRmlts HllSAUS 

Ho. M.h. P.M. ir. B.b. P.111. 

11! 
Grupo 1 123 

COH!llOL m H10·s¡, 

ll! 

Grupo II m .. ue-1J, 

M,h, ize 
sin 12~ . 

Al>'IUUAl!TI iie 

Orupo ttl 124 

M.h. !21 tl11r 1 ll 

con m +ue• >a 
Al'IUUAl!TE sin 

n.h. 1 ~ h1Jcpntllr10l'tiu P,11. 1 P. nultocid• 

B.b. i !,: bronchiuphc& 1 1 Unnhdu ct.Mbi 1ntu dt e.olor <t1ec1 

lf 1 Prutbl dt {f\MUMrluoructntil 1ndirteh Plrl n. h"OP(lfl.lftCniu. 
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' ... 
FJG.8. Colonias 4c ~Jasoa h_¡opneuoonlae lisiadas a putlr .ic.tos pul11011eS 
newoónlcos ( 48 Xi-. --
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~. 7. Identif1caci6n de tL por 

inmunofluorescencia indirecta. 

Se detecto la presencia de ~~ b~2En~~~QD!ª~ por la 

prueba de inmunofluorescencia, en todos .os animales del 

grupo l, en tres del grupo ll v dos del grupo 111 (Cuadro 8; 

Figuras 9, 10 y 11). 

FIG.9. Sm:i6n de pullll• fet.I t<Ndo c..o control nog•\ivo ( 3Z X ), 



FIG.18. Sección 4e pullllln newoonlco posltluo a la prueba 4e l11111nofluon"'"""''ª ln41recta, 
en la que se aprecian colonias 4e llp>plasaa hppnewoonlae 1 O), sobre la superficie 4el 
epitelio clll&4o (1811 Xl. 

FIG.11. Seccion 4e puhlln llOUlllnlco positluo 1 11 prueba 4e 1-ootllllll'OIQftl:ia Indirecto, 
en la que se 111eSlra sobre el epitelio clllw colonlu .. ty:opluaa i.pp-.onlae ( 0), 
<4111Xl. ---

53 
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DISCUSIOH. 

Durante muchos ahos se ha intentado el control de la 

neumonía enzoOtica con el empleo de diversas vacunas 

experimentales de tlyg9Q1ª§~ª bYQQD~~mQDiª~ a base de células 

completas vivas. inactivadas. fraccionadas, o con extractos 

celulares en distintos adyuvantes COayalu y Ross, 1990; 

Goodwin and Whittlestone.1973; Goodwin. 1985 b; Petersen gs 

ª.! . .:.., 1990; Ross 'ª~ ª!.:.., 1984; Ross. 1990 l . 

En este trabajo se evaluaron dos inmunOgenos, uno a base 

de células completas de M~ DYQ~ng~ffiQD!ª~ en un adyuvante 

oleoso, compuesto ~demás de restos celulares de Q.:.. QY!~ y 

otro solo con células completas de ~.:.. Q~QQQ~~filQDiª~· sin 

adyuvante. Ambos fueron inoculados por la vía intraperitoneal 

a cerdos convencionales. 

El cultivo de ~~ b~QQD~~fil9D!~g en medio de Frií~ en 

condiciones de.reposo alcanzó su mavor crecimiento entre los 

3 y 4 días. m.tentras que en agitación la producción fue 

ligeramente mayor al cuarto día. Estos datos muestran _que el 

crecimiento. independientemente de las condiciones del 

cultivo, fue muy pobre, lo cual concuerda con Stipkovits ~~ 

ª~~ (1974), quienes también observaron rendimientos de tl~ 

h~2E~~~~Qn~ª~ muy pobres y lentos con respecto a otros 

micoplasmas y acholeplasmas del cerdo. 

En este trabajo solo se utilizaron células completas v 

lavadas de tl~ hYQQQ§gfilQD!ª~· y no se empleó el sobrenadante. 

A este respecto Ross ~~ ª±C 1984l han utilizado el 
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sc'.:>renadante de cultivos de ~..:.. h~Q.E.Q~~!!Q!J!~ con resultados 

alentadores ya que producen protección en los cerdos, lo que 

probablemente indique que existan mayor numero de factores 

desconocidos en el sobrenadante que inducen protección y que 

no se contemplaron en la elaboración de las bacterinas que se 

realizaron en este trabajo, 

La utilización de restos de pared celular de 9~ Eªr~Y~ 

como adyuvante, c~ta reconocida por sus caracteristicas 

inmunopotenciadoraE COsebold. 1982). La elección de~~ ~y~~ 

corno parte del adyuvante. se debió entre otras razones, a qué 

al igual que º..:.. Eªt~~~ ti~ne en su pared celular los mismos 

ácidos corvnemicOlicos <Huckle y Gyles. 1983), sin embargo no 

se ensayó previamente la capacidad inmunopotenciadora . pero 

sí se observo que es fAcil producir éste microorganismo. En 

este trabajo la producción de g~ 9Y1~ fue de alto rendimiento 

y de fácil manejo. 

Las pruebas de inocuidad del adyuvante oleoso (º~ Q~á~· 

aceite mineral, Tween 80 y agua), realizado por vía 

intraperitoneal al conejo y al cerdo. no produjeron cambios o 

signos clinicos aparentes. Sin embargo, cuando el inbculo por 

error entro en tejido subcutbneo, el cerdo presentó un 

aumento de temperatura y postraciOn, además de presentarse 

una severa inflamación en el sitio de la inoculación, en 

donde se formo un granuloma. HistolOgicamente consistiO en la 

presencia de gotas liposolubles, células gigantes y 

macrofagos, indic&ndonos una fuerte reacciOn citot6xica del 
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adyuvante CTheilen y Hills 1982). cuando se inoculó g~ Q~!§ 

vivo por la r.iisma v!a intraperitoneal a ratones, éstos 

desarrollan una extensiva formación de abs~esos en ór~anos 

internos v una peritonitis fibr!nopurulenta (Huele y Gyles, 

1983). En el presente trabajo no se encontraron las 

alteraciones mencionadas en el peritonec· parietal v visceral 

en los cerdos inoculados por la misma vía debido a que solo 

se utilizaron restos de pared celular de este microorganismo. 

Sin embargo. llama la atenc!On el hecho de que si un 

inmun6geno c'on éste adyuvante no es aplicado en la cavidad 

peritoneal, pueden exi~tir las reacciones indeseables como 

las que se presentaron en el cerdo cuando se inoculó por la 

v!a subcut.!nea. 

En el caso de los grupos experimentales, los animales 

del Grupo 1, después de la inoculación del medio de cultivo, 

no mostraron elevación de temperatura y se mantuvieron dentro 

de los rangos normales. ~YfQ2!e2m~ h~2png~@9D1ªg provoco 

hipertermia después del desaf lo, coao lo habian encontrado 

previamente Livingston ~! ª! {1972l y Ciprián g~ ª!!1988), 

ademAs de que presentaron dificultad respiratoria ligera, 

encontrAndose lo mismo que mostró Whittlestone (1979): solo 

uno de ellos presentó dificultad respiratoria severa, debido 

a que se aisló f~ m~!!QfiQ~. bacteria que se encuentra 

generalmente como flora normal y que es la causante del 

incremento de la signologia clínica, tal como ocurrió a los 

cerdos tratados experimentalmente por CipriAn ~t ª¡ (1988) o 

como Falk ~~ ªl {1990) con ~Y~QQ!ª~mª b~QtbiOiª Y E~ 



E~n.13 grupo prcsent" m¿wor grado de lesi.!ln 

neumonica. que abarco en promedio el 13 X. El tipo de 

lesiones encontradas correspondiO a aquellas que se presentan 

despues del día 28 postexposiciOn experimental y fueron de un 

~stado intermedio de la enferQedad tRoss. 19901; consistieron 

en la presencia de Areas resolutivas y disminución del 

tamano pulmonar. La evaluación de las lesiones microscópi~as 

pulmonares fué de poca utilidad para la valorac!On de la 

actividad protectora de las vacunas. tal como lo observaron 

Ross ~.!- -ª1- ( 1984 l. 

tlY~Qe!ªª~ª bY9PD~~mQD!ª~ se logro aislar de un cerdo del 

Drupo l, sin e::ibargo. en todos le pulmones Ee observ~· 

fluorescencia específica contra ~~ b~Q~D~~!QD!ª~(Figs. 11 

12), lo que indicó que todos los cerdos se infectaron: el no 

haber efectuado el aislamiento del micoplasma no implica la 

ausencia de éste; en muchos trabajos se ha observadv este 

fenOmeno, en donde se correlaciona un alto porcentaje dB 

positividad en·pruebas inmunolOgicas y un bajo porcentaje de 

aislamientos CGiger~! ª1·· 1977: Hckean gS ~!·. 1979; Pijoan. 

1973; Schuller y Swoboda 1977). 

Los cerdos del Grupo II, después de la inoculación con 

la vacuna inactivada de tl~ Q~Q2~g~mQQ!ª~ sin adyuvante, 

mostraron pocos días de hipertermia después de la vacunación, 

en comparación con los demé6 grupos. Sin embargo, sólo 

presentaron elevación de temperatura dos días después del 

desafío y la signolog!a respiratoria fue ligera, ya que sólo 

se presentó en dos animales, el d!a 20 posdesar!o. después 
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del periodo de incubacion. 

En éste Grupo 11, los animales mostraron menos lesiones 

macroscOpicas, sólo dos animales: pret:entaron les: iones 

neumónicas 1 Fig. Sl. le· que en promedio p:·i grupo abarco el 

3 ~ y fueron lesiones que se caracterizaron por una 

consolidacion. reducción y rugosidad pulmonar. El tipo de 

lesioneE consistiO en la presencia de ~reas: resolutivas. 

colapsadas. de consc·l idaci6n roj i=a: y correspondieron 

aquellas que se presentan después del dÍa 49 postexposiciOn 

experi~ental. y fueron de eE~ados: tardíos de la enfermedad 

<Ross. 1990} 

tl~S2P!ª~~~ bY2E~~~~2D!ª~ se aislo de un cerdo del Grupo 

Il, sin embargo. se observo fluorescencia espec!fica en los 

pulmones de tres animales CFigs, 11 v 12). lo que indicb 

probablemente que estos cerdos no fueron capaces de eliminar 

el micoplasma previamente inoculado. dai:os similares 

encuentra Ross ~~ ~J. f 198.!i) pero cc1n vacunas inactivadas con 

adyuvante. En nuestro caso la vacuna de ~~ bYQPD~~~QD!ªg sin 

adyuvan'te. redujo los lesiones neumonicas. pero no la 

eliminación del agente, situación que ocurre cc·n todas las 

vacunas existentes coavalu v Ross, 1990. Petersen ~~ ª~·· 

1990; Ross g~ e!·, 198~; Ross. 1990). Del cerdo que presento 

las lesiones neumónicas mas severas, además de determinar la 

presencia de ~~ b~QED~~~QD!ªg. ~e ai~l~ e_ ~~1~2~iQª. tal 

como ocurrió en el estudio realizad~ por Ciprián e~ ªJ 

( 19881. 



59 

Los animales del Grupo Ill, después de la inoculación 

con la vacuna inactivada de ~~ h~QEU~YfilQQ!ª~ adicionada con 

adyuvante oleoso. mostraron mas días de hiperterm1a después 

de la vacunación, y presentaron elevación de temperatura por 

mas d!as después del desaf1o. La signologia respiratoria fue 

ligera. pero se presento durante tres días en dos animaleB 

después del dia 20 posdesafío. present~ndose posteriormente 

al periodo de incubación. 

Los animales de éste grupo mostraron más lesiones 

macroscópicas. relación al Grupo 11, dos animales 

presentaron lesion~5 neumOnicas <Fig. 7l. lo que en promedio 

por grupo abarcó el 6 %, y fueron leeiones que se 

caracterizaron por una consolidación, reducción y rugosidad 

pulmonar. El tipo de lesiones encontradas correspondieron & 

estados tardíos de la enfermedad (Hoss, 1990) que 

consistieron en la presencia de areas resolutivas, colapsadas 

de consclidacion roji:a. Aunque las le~iones microec~pir~~ 

fueron de tipo proliferativo, éstas fueron mas severas en 

relación con las encontradas en los otros grupos, por la 

presencia de infección secundaria 

El aislamiento de tl~ hYQEDg~~QD!ª~ se realizó en dos 

cerdos en este grupo II. Sólo se observó fluorescencia 

específica en los pulmones de otros dos animales (Cuadro 81. 

lo que indicó probablemente que estos cerdos. no solo no 

fueron capaces de eliminar el micoplasma previamente 

inoculado, sino que la misma vacunación incrementó el 

desarrollo de las lesiones neumónicas. Datos similares 
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encuentran Ross ~!e! {19841, con vacunas a base de extractos 

inactivados con calor v no as! con células completas 

inactivadas con calor. En este caso la vacuna de ~~ 

con el adyuvante oleoso redujo las lesiones 

neumónicas en solo dos animales, y aparentemente los otro~ 

dos cerdos incrementaron dichas lesiones. En el cerdo que 

presento laE lesiones neumónicas mas severas, ademas de 

determinar la presencia de tl~ b~QEQg~filQ~~ª~· se aisló e~ 

!~~~QS~Qª, agravando la lesion tal como ocurrió en el 

estudio realizado por Ciprián ~~ ª! (1988). 

Los animales mostraron lesiones de diversa magnitud en los 

cornetes nasales . Se determino la presencia de ª9rQ~~g!!ª 

QrQDSb!§~ES!sª en estas rinitis. la cual pudo ser adquirida 

por los anima:es de la granja de origen. 

En eEte trabajo se determino la actividad protectora de 

doe bacterinas de ~~ b~9ED~~~9D!~~. una sin y otra con un 

nuevo adyuvante, aplicadas en cerdos convencionales. por vía 

intraperitoneal, y evaluadas mediante el desafio 

experimental, para lo cual se tomaron en cuenta los siguientes 

parametros: signos clínicos, lesiones pulmonares e 

identificaciOn del agente. 

El Grupo testigo <Il en el cual se reprodujo la neumonia 

enzootica, presento el mayor grado de lesiOn neumónica, que 

consistio en lesiones de etapas intermedias de la enfermedad. 

~~SQE!ª~me b~QED~~mQniª~ se identifico en todos los pulmones, 

lo que indico que todos los cerdos estaban infectados. 

En el Grupo 11, se encentro el menor grado de lesiOn 
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neumonica, y fueron lesiones que correspondieron a estados 

tard!os de la enfermedad. El micoplasma se determinó en tres 

cerdos del grupo, indicando que no fueron capaces de eliminar 

el micoplasma previamente inoculado. En este caso la vacuna 

sin adyuvante, redujo las lesiones 

neumonicas, pero no la eliminación del agente. 

El promedio de las lesiones pulmonares encontradas en el 

Grupo I!I, fue menor a la mitad de las encontradas en el 

grupo control, y fueron lesiones que correspondieron a 

estados tardíos dQ la enfermedad. La presencia de ~~ 

b~QPQg~~QD!ª§ se determinó en todos los cerdos de este grupo, 

lo que indict• probablement.e que estos cerdos ne• fueron 

capaces de eliminar el micoplasma previamente inoculado, 

que ademas la misma vacunación probablemente in~rementO el 

desarrollo de las lesiones neumónicas. En este caso la vacune 

de ~~ hYQED~YffiQD!ª~ con el nuevo adyuvante. solo redujo las 

lesiones neumónicas en dos animales. 

Aunque con el nOmero de cerdos probado es dif!cil 

concluir o manejar estadísticamente los resultados. 

probablemente la aplicación intraperitoneal de la bacterina. 

aun sin adyuvante, logre la prevencion de la Neumon!a 

Enzootica. Se corroboro también que e~~!~~~~!!ª !Y!SQ~~~~ 

potencia el efecto de tl~ h~QEn~~mQn~ª~ haciendo m4s severos 

los signos de la enfermedad. 

En los cerdos que presentaron las lesiones neumónicas m~s 

severas. además de determinar la presencia de !:L 

las 



bacterinas no previnieron la infección del micoplasma, 

permitiendo ademas la colonizacion de la pasteurela. 

Los resultados mostraron que los i nmuno!•eenos no 

previnieron la colonización del micoplastn~\ en la mucosa 

respiratoria. lo que hasta el momento ninguna bacterina 

experimental, incluyendo la comercial, lo han logrado. Es 

importante recalcar que la bacterina ideal buscaba prevenir 

la colonizacion del micoplasma: los resultados obtenidos 

mostraron sólo la reducción de las lesiones pulmonares. Est~ 

hecho no es particular de la Neumonia ~nzoOtica de cerdos, v~ 

que se ha observado en otros ensavos e Hosfi, 1964l. como en 

seres humanos, en donde la bacterina utili=ada para prevenir 

la infección de ~~~QE!e~~ª 2rr~~ffi9~!ª~· causante de la 

Neumonía atípica primaria. tuvo una eficacia del 70%, pero no 

se logró prevenir la presencia del micoplasma en la garganta 

orutz y Graybill. 1988l. 

Con respecto al adyuvante observamos que no produjo 

lesión en peritoneo y si una fuerte reacción inflamatoria en 

tejido subcutAneo, pero no favoreció el efecto protector. lo 

cual concuerda con los datos encontrados por Sicchitiano ª~ 

ªll 1981), el cual al inocular un grupo de ovinos 

intraperitoealmente con ovoalbumina y adyuvante completo de 

Freund y a otro grupo con ovoalbumina por via 

encuentra que la inclusión dei adyuvante 

intratraqueal, 

no eE:timulO 

significativamente la respuesta de anticuerpos en relaciOn a 

la aplicacion intratraqueal. Es probable que en nuestro 

trabajo la.liberación del micoplasma del adyuvante hubiera 
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requerido mas t.iempo para producir una buena respuesta y por 

ello al momento del deEafío no existiera la suficiente 

inmunidad para proteger a los animales de la infección: l~ 

que no ocurrio en el grupo inoculado con la bact.erina sin 

adyuvante, 

procesado 

lo cual f avoreci6 a que r~pidamente 

metabolizado, produciendo así una 

fuera 

rApida 

respuesta inmune. Se considera por algunos autores qu~ l~~ 

vias intravenosa e intraperitoneal son similares y no 

estimulan una fuerte inmunidad, sin embargo se utilizan. 

sobre todo la intravenosa para detectar del antígeno los 

llamados ep!topes inmunodominantes. que estimulan a su v~= 

una rApida respuesta, produciendo los denominados anticuerpos 

inmunodominantes (Or. Morilla, comunicacion personal. 19851. 

Por ello cabe replantear el papel de g~ ~Y!~ como adyuvante. 

ya sea en otros animales experimentales, inoculados por 

diferentes v!as, comparando su respuesta con los adyuvantes 

conocidos o bien en el mismo cerdo, utilizando la mi~ma ,,{~ 

~ntraperítoneal con otros antigenos o con el mismo micoplasma 

y con desafíos a tiempos mayores. 

Hasta el momento las bacterinas utilizadas para la 

prevencion de la neumonía enzoótica han sido aplicadas por la 

v1a parenterul, demostrando que las vías sistemicas con 

frecuencia son ineficientes para estimular una respuesta 

protectora en mucosas, a pesar· de producir una alta respuesta 

de anticuerpos . Las eecreciones de las v!as respiratorias 

bajas contienen mayores proporciones de IgG que de IsA. que 

las observadas en fosas nasales y vtas respiratorias altas, 
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sin, embargo las inmunoglcbulinas mas eficientes en mucosas 

son las lgA ( Ernst ~~El· 1988). El planteamiento en este 

trabajo fue que al estimular la respuesta inmune pQr la via 

intraperitoneal con ~~ h~Qeng~~Qni2~. en el tejido linfoide 

asociado al intestino. los linfocitos estimulados 

colonizar!an al tejido linfoide asociado a bronquios Y 

segregarian lgA, ya que los datos en infección experimental 

de neumonía enzoOtica indican que ésta inmunoglobulina se 

encuentra en secreciones traqueobronquiales CYoung ~; ~~· 

19901. 
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6. CONCLUSIONES 

Se evaluO la capacidad de prevenir la Neuaon1a. EnzoOtica 

mediante el uso de dos inmunOgenos. uno con un nuevo 

adyuvante y otro sin el. aplicados por vla intraperitoneal en 

cerdos convencionales. encontrandose : 

l. La inoculaciOn intraperitoneal del nuevo adyuvante 

elaborado con fQ!~ngP~f!~!!~~ QY!~. no produce reacciones, 

ni signos clínicos aparentes en el cerdo. 

2. La inoculaciOn subcut~nea del adyuvante produce una fuerte 

reacciOn inflamatoria v postración en el cerdo. 

3. LOS cerdos inmunizados con la bacterina de ~~~QE!ª~filª 

h~QEng~~Qni~~ sin adyuvante presentaron menores lesiones 

pulmonares, en relaciOn a la inmunización del micoplasma con 

el nuevo adyuvante, sin embargo, ambas no previnieron la 

colonizaciOn del micoplasma en el pulmón. 

4. Ninguno de los dos inmunógenos protegió totalmente a los 

cerdos de la infeccion de ~~~QE!ª~~e h~Qen~Y~QD!ª~· 
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