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Introduccisén.

La vacunacién contra bacterias que afectan el tracte
respiratorio del cerdo ha sido intentada con frecuencia, 'pero
con resultados poco alentadores. En el caso especifico de
vacunas de Pasteurella multocida, es probablemente debido a
que: a) las bacterinas parenterales estimulan poca Iga
secretora, b) los adyuvantes utilizados son poco estimulantes,
¢) las bacterias utilizadas no son de los serotipos adecuados,
d) se utilizan demasiados antigenos diferentes en la misma
vacuna, VYV e) las bacterias usadas no expresan en forma éptima
los antigenocs protectivos.

Aungue la prevencién de pasteurelosis pulmonar se ha
intentado por muchos anos, su escaso éxito ha aumentado el
interés de obtener vacunas vivas que se apliguen por via oral.

Para intentar elaborar una vacuna de células vivas gue sea
aplicada por via oral, gque logre estimular placas de Peyer vy
mantenga una respuesta inmunitaria de tipo IgA secretora, es
necesario cumplir con tres requisitos: a) células viables, b)
un soporte que permita llegar a las bacterias a intestino y gque
tenga afinidad por células M, v c) la utilizacién de un buen
adyuvante (Bourne et al., 1971: Husband, 1977 v Brandtzaeg vy
Bjerke, 1989). e

Para la elaboracién de una vacuna viva, con estas
caracteristicas, se realizaria por medioc de la inmovilizacién
(Kennedy, 1983). de células completas sobre una resina
(biopelimerc), 1lo gue nos propeorcionarian un inmunégenc para
ser aplicado por via oral.

La resina con células inmovilizadas, por un lado
proporcicnaria microorganismes viables, va gque el método
quimico de acoplamiente es a través de grupos guimicos
localizados en la pared celular bacteriana, lo qgue permitiria
mantener intacta el resto de la superficie y por otro lado, los
microorganismos se mantendrian en un aglomerado gue los
protegeria de la desintegracién por el pH estomacal,
permitiendo asi su llegada a intestino. La resina por si misma
actuaria como adyuvante.

Objetivos

1.- Producir y evaluar una vacuna contra P. multocida con
mejores caracteristicas inmunogénicas que las convencionales.

2.- Evaluar la respuesta inmune emplenado un modelo
experimental con conejos.
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Materiales y Métodos

1) Pasteurella multocida D dermonecrotéxica aislada de cerdo.
2) Resinas de intercambio iénico.
3) Acoplantes quimicos. _
4) 12 conejos libres de P. multoc¢ida, divididos en 4 grupos:
I. Control. 3 conejos sin tratamiento.
II. Vacunados por via oral. 3 conejos.
III. Vacunados via aerosol. 3 conejos.
IV. Vacunados via IM con vacuna comercial. 3 conejos.
5) Sueroc hiperinmune contra P. multocida.
6) Suero conjugado con Fluoresceina anti-IgG conejo.
7) Suero anti-IgA conejo.
8) Suero conjugado con TRITC anti-IgG cabra.

I. Obtencién de la vacuna oral. Con en fin de establecer
las condiciones éptimas de acoplamiento, entre el biopolimero y
P. multocida, se probaron 3 resinas de intercambio ionico, y se
variaron las condiciones de 1la reaccién, valorandose los
resultados por microscopia éptica y microscopia electrénica de
barrido.

II. Una vez obtenido el conjugado, se procedié a evaluar
las propiedades adhesivas del mismo, en intestino de conejo,
administrado por via oral y directamente en intestino en asa
ligada, valorandose por microscopia electrénica de barrido.

III.Evaluacién de 1la respuesta inmune en un modelo
experimental con conejos:

1.Inmunizacién de los 4 grupos de conejos.

2.0btener cortes en criéstatode 2 a 3 u de pulmén e
intestino. :

3. Determinacién de células productoras de IgG e IgA por
inmunofluorescencia.

Resultados y Discusién

En la primera etapa se obtuvc la vacuna oral (conjugado
inmovilizado), en donde se llevé a cabo un acoplamiento guimico
entre CM celulosa y P.multocida. Una vez obtenido el conjugado
se constatd su adherencia al epitelio intestinal.

La proporcién relativa de células productoras de IgG e IgA
se ilustran el los cuadros 1 y 2 respectivamente. En estos
resultados podemocs observar gque la cantidad de células con
marcadores tanto para IgG e IgA, depende directamente de la via
de inoculacién, es decir, gque para obtener respusta inmune en
tracto respiratorio son mucho m&s eficaces la via aerosol y la
oral. En cuanto a la via oral, se puede cbservar que es posible
llevar a cabo una inmunizacién de una membrana mucosa como el
intestino (Ogra et al., 1989), logrando la proteccién de otra
membrana distante como el tracto respiratorio; lo cual
concuerda con el concepto de un sistema mucosal comd@n por 1lo
tanto resultan evidentes las ventajas de la vacunacién oral.
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Intestino IH + + +
Bafsssiee A : : :
Intestino Oral + + +
Pulmon Oral = + +
ntest. Aerosol + ++ +4
U%M't ﬁer%so% ++ *;+ I;+
n & o o Sl - -
AR +/= +/- -
CUADRO 4. Proporcion de celulas productoras de IgG.

7 14 21
n?estino %g I : +
ulmon
ntestino Oral +4 +++ T
ulmon Oral + ++ £+
ntest. Aerosol ++ ++ Feage
Ulmon Aerosol + ++ 4+
ntest, ontrol + + +
ulmen ontrol + = = + /=

CUADRO 2. Proporcion de celulas productoras de IgA.
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