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1. ABREVIATURAS







Abreviaturas

ABC. Complegjo Avidina-Biotina-Peroxidasa
AcMc. Anticuerpo (s) Monoclona (es)

App. Actinobacillus pleuropneumoniae

CAMP. (factor de monofosfato de adenina ciclica)
CVF. Factor del veneno de cobra

DLso. Dosisletal cincuenta

Ds.. Dosis subletal

EDTA. Acido etilendiaminotetracético

ELISA. Prueba de inmunosobrante ligado a enzmia
Fur. Regulador de hierro

kDa. Kilodalton

Lbp. Proteinas de union alactoferrina

LPS. Lipopolisacarido

MHC. Complejo Mayor de Histocompatibilidad
NAD. Dinuclettido de nicotinamiday adenina
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1. INTRODUCCION







Introduccion

1.1. Pleuroneumonia Por cina

La pleuroneumonia porcina es una de las enfermedades respiratorias més
importantes en laindustria porcina (Williams et al., 2000, Huerta et al., 2004), presentando
un cuadro agudo en cerdos, que suelen morir debido a una neumonia hemorragica
necrotica; sin embargo, € impacto econémico de la enfermedad se centra més en la
disminucion de la tasa de crecimiento de los cerdos enfermos cronicos. Enfermedad la cual
ha sido estimada en ratones logrando hasta un 33,6% (Taylor 2002; Assavacheep et al.,
2003).

La pleuroneumonia porcina es un proceso respiratorio de caracter infeccioso, agudo
0 cronico, caracterizado por bronconeumonia necrético hemorrégica y pleuritis fibrinosa,
producida por Actinobacillus pleuopneumoniae. La pleuroneumonia porcina puede
presentarse en animales de todas |as edades aunque son mas susceptibles entre las seisy las
quince semanas (Nicolet, 1992). La incidencia se incrementa cuando se asocian factores
ambientales de caracter estresante, como sucede en € caso del transporte, hacinamiento, la
falta de ventilacion en las naves y las condiciones climatologicas adversas (Rosendal y
Mitchell, 1983). Estos hechos sugieren que habituamente la infeccion se mantiene
subclinicamente hasta que la aparicién de ciertos factores estresantes facilita la
multiplicacion del microorganismo en e aparto respiratorio y a consecuencia de ello, hace
su aparicion la enfermedad. Un brote tipico de pleuroneumonia porcina origina
aproximadamente un 50% de morbilidad y un 10% de mortalidad (Fenwik y Henry, 1994),
siempre que los animales no hayan tenido contacto antes con € agente, lo que produce

importantes pérdidas econdmicas derivadas de las bgjas y |os tratamientos medi camentosos.

El curso de la enfermedad puede ser hiperagudo, agudo o crénico. En la mayoria de
las ocasiones, la circulacion del agente, |os tratamientos antibioticos y € uso de programas
de control basados en € uso de vacunas (generalmente bacterinas, o vacunas de
subunidades o conjugadas) ha derivado hacia formas crénicas més frecuentes, que apenas
producen sintomas. En estas condiciones, las pérdidas econdmicas se relacionan con la
disminucion de los indices de conversion del alimento, que retrasa e crecimiento de los
animales y aumenta su permanencia en los cebaderos una media de 5 a 6 dias, hasta
alcanzar el peso de mercado de 100 kg. (Rohrbach et al., 1993). Otros costes adicionales
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incluyen los tratamientos y vacunas, la atencion veterinaria y la mano de obra, a
prolongarse la permanencia de los animales en |a expl otacion (Pijoan, 1984).

En genera, los animales que sobreviven a proceso agudo evolucionan a la forma
cronica y se convierten en portadores asintomaticos, con el microorganismo localizado en
las lesiones necréticas del pulmén, en las tonsilas y en la cavidad nasal (Nicolet, 1985;
Sidibe et al., 1993).

La transmision del agente es principamente de tipo directo, desde e animal
infectado a sano susceptible, por via aérea (Letchtenberg et al., 1994). En algunos brotes,
sin embargo, se ha observado la difusién entre granjas sin intercambio de animales, lo que
sugiere un tipo de contagio a través de aerosoles, o del personal de la granja en contacto
con exudados procedentes de animales enfermos (Nicolet, 1992). Como se ha sefialado
antes, A. pleuropneumoniae puede estar presente en un animal sin causar enfermedad, por
lo que es introducido en las explotaciones con la llegada de nuevos cerdos infectados,
frecuentemente portadores asintométicos (Kume et al., 1986), siendo esta la forma mas

habitual de contagio en granjas que se abastecen con individuos de diferentes procedencias.

1.2. Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus pleuropneumoniae es un tipo de microorganismo Gram negativo,
perteneciente a la familia Pasteurellaceae, clasificada en el Manual Bergey (Garrity, G.M.,
2001-2003), dentro del subgrupo 3, del grupo 5. “Bacilos Gram negativos anaerobios
facultativos’. Es un cocobacilo pleomérfico, capsulado y no esporulado, que puede
manifestar formas filamentosas cuando las condiciones de crecimiento no son las optimas.
Tradicionalmente ha sido considerado inmovil, aunque recientemente se ha demostrado la
existencia de flagelos y la movilidad consiguiente (Negrete-Abascal et al., 2003.). En
aislamientos iniciales requiere una atmésfera con un 5% de CO..

Con carécter general, su crecimiento es dependiente del factor V de coagulacion de
la sangre (NAD, dinucledtido, de nicotinamiday adenina). Esta circunstancia se resuelve en
el laboratorio, bien adicionando este compuesto a los medios de cultivo, en una proporcién
del 0,025%, o utilizando variantes de agar sangre inoculadas con una estria de
2
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Saphylococcus aureus (0 S. intermedius); de este modo, A. pleuropneumoniae obtiene €
NAD gue necesita de este ultimo, formando colonias satélites alrededor o en la vecindad
del estafilococo. Algunas cepas, antafio incluidas en e denominado biotipo Il, son
independientes de NAD. En la actualidad se han integrado ambos biotipos, diferenciandose
un total de 15 serotipos (Blackall, 2002) sobre la base del antigeno capsular (K). En los
serotipos 2, 4, 7'y 9 coexisten cepas dependientes e independientes de NAD, € 13y 14 son
independientes y el resto son dependientes de NAD.

Actinobacillus pleuropneumoniae es hemolitico, con distintos matices en funcién
del serotipo. Ademés, debidamente inoculado frente a S. aureus, produce una zona de
hemdlisis completa, mucho més intensa que la que se observa en € resto de zonas de
crecimiento (fendmeno CAMP). A. pleuropneumoniae posee una potente ureasa,
caracteristica que le distingue de otros agentes préximos, patdgenos y no patdégenos; Una
descripcion de sus caracteristicas bioquimicas y su diferenciacion de otros patégenos del
tracto respiratorio porcino puede encontrarse en revisiones recientes (Christensen y
Bisgaard, 2004).

Como quiera que € antigeno O, es decir, las cadenas laterales del LPS, son
inmunodominantes y poseen cierta proximidad que origina reacciones cruzadas entre varios
serotipos (1, 9y 11; 3, 6, 8; 4y 7), se ha propuesto su consideracion en formade la clasica
formula antigénica del esquema de Kauffmann-White, considerando en primer lugar €
antigeno K y después € antigeno O (Rodriguez Barbosa et al., 1995).

La determinacion del serotipo tiene interés desde e punto de vista diagndstico y
epidemiol6gico. En cada region, pais o territorio pueden circular uno o varios serotipos
como causa de la pleuroneumonia; sin embargo suele ser habitual que uno o unos pocos
predominen de forma sustancial. De igua modo resulta necesario como parte de los
programas de lucha que utilizan la vacunacion con bacterinas, en las que la proteccion que

generan es homologa, especifica de serotipo.

En Espafia, los serotipos més prevalentes son € 2, 4y 7 (Rodriguez Ferri et al.,
2006, datos sin publicar). En la tabla 1 que sigue, se resume la distribucion mundia de

serotipos principales.
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Seratipo Pais
2,9 Alemania
8 Bélgica
1,2,5712 Canada
2,3,57 Corea
2,3,56,7,12 Dinamarca
1,2,4,70911 Espaiia
1,57, Estados Unidos
2,59 Francia
3 Gran Bretafia
2,59 11 Holanda
2 Japon
1,357 México
2,6 Noruega
1,57 Venezuela
Continente 0 Region D?n?;fnises Referencia
Amgrica 1,5y7 M. Gottschalk, 1998
Augtralia 12,1y7 Blackall PJ, 1999
|9as Britanicas 2y8 McDowell SW, 1994
Europa continental 2y9 M. Gottschalk,
Extremo oriente 1,2y5 M. Gottschalk,

Tabla 1. Distribucion y referenciamundial de los principal es serotipos actual mente descritos

Actinobacillus pleuropneumoniae
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1.3. Factoresdevirulencia

A pesar de que durante los Ultimos afios se ha realizado un esfuerzo considerable
por esclarecer |os mecanismos de virulencia de A. pleuropneumoniae, alin son muchos los
aspectos que permanecen sin resolver. Los factores de virulencia descritos son numerosos,
pero laimportanciarelativay el papel que cada uno de ellos desempefia en |a patogenia del
proceso solo se conoce parciamente en algunos y en otros se desconoce casi totalmente. Lo
gue parece fuera de toda duda es que la patogenia de esta enfermedad es multifactorial, con
implicaciones de diversos productos y estructuras de la bacteria, a los que hay que anadir
los factores propios del hospedador, asi como la presencia concurrente de otros agentes
respiratorios. Entre los factores de virulencia bacterianos puede incluirse la capsula, e LPS,
las toxinas Apx, las fimbrias y pelos, la enzima super Oxido dismutasa, la ureasa, las
proteasas y diversas proteinas de la membrana externa (Tascon et al., 1996).

1.3.1. Polisacérido capsular (CP)

El cultivo de A. pleuropneumoniae en un medio solido claro, proporciona colonias
iridiscentes después de 24 horas de incubacién a 37°C. Esta caracteristica se debe a la
produccion de capsula (Inzana, 1990), la principal responsable de la especificidad de
serotipo, cuya composicion y estructura ha sido determinada en todos ellos. Las capsulas
estan cargadas negativamente y se componen de unidades repetidas de oligosacaridos,
polimeros de &cido teicoico unidos por enlaces fosfodiéster o polimeros de oligosacéridos
unidos por enlaces fosfato (Perry et al., 1990).

Larelacion de la capsula con la virulencia se ha demostrado a partir de la obtencion
de mutantes acapsulares atenuados, bien por mutagénesis quimica (Inzana, 1988), por
intercambio alélico (Ward, 1998) o mediante mutagénesis por transposon (Rioux, 2000).
Por otra parte, la variacion en e contenido de CP también contribuye a diferencias de
virulencia entre distintos aislamientos (Bandara et al., 2003). En general, las cepas con
cpsulas gruesas son mas virulentas (Jensen y Bertram, 1986; Rosendal y Maclnnes, 1990;
Jacques et al., 1998; Steffens et al., 1990) que las de cpsula fina. Ademas, la capsula es
inmunogénicay los anticuerpos generados frente a ella reducen o eliminan la mortalidad en
infecciones experimentales, aunque no se resuelve ni la produccion de lesiones pulmonares
ni la cronificacion del proceso (Inzana et al., 1988; Rosendal et al., 1986).
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1.3.2. Fimbrias

Se ha descrito la presencia de fimbrias de 0,5 a2 nm de diametro y de 60 a 450 nm
de longitud, identificadas por microscopia €electronica (Utrera y Pijoan, 1991). Estos
apendices desaparecen con los primeros pases in vitro, estimandose que su funcion es
fundamental para la adherencia de la bacteria a epitelio respiratorio, permitiendo la

colonizacion posterior.
1.3.3. Lipopolisacarido (L PS)

Es el componente mas abundante de |la membrana externa de las bacterias Gram
negativas y en relacion con A. pleuropneumoniae desempefia un papel basico en la
adherencia al tracto respiratorio (Paradis et al, 1994), como ha sido confirmado por la
pérdida de adherencia en mutantes defectivos (Jacques, 2002).

El LPS incluye una fraccién polisacérida (nlcleo y cadenas laterales) y unalipidica
(lipido A), siendo esta uUltima la portadora del caracter de endotoxina. El polisacarido
(antigeno O 6 somatico) esta integrado por un nucleo formado por &cido 3-desoxi-D-
manoctulosonico, glucosa y heptosa y por las cadenas laterales (que incluyen repeticiones
de oligosacéridos ramificados o lineales, segiin € serotipo). La porcidn lipidica del LPS
esta compuesta por acidos grasos, grupos fosfato y glucosa. Se han descrito cepas menos
virulentas, caracterizadas por menor contenido de LPS por gramo de peso seco (Jensen,
1986).

En funcion del tipo de LPS (basado en laregion del nucleo) se pueden clasificar los
serotipos en dos grupos distintos. € primero comprende los serotipos 1, 6, 9, 11 y €
segundo engloba a resto (Jacques et al., 1996). En relacion con la composicion de las
cadenas laterales, pueden diferenciarse también los que las presentan completas, como
sucede en los serotipos 2, 4, y 7 (lisos); parciales, en los serotipos 1 y 5 (semirrugosos) o
ausentes como sucede en el caso de los serotipos 3 y 6 (rugosos) (Rodriguez, E.F. 2002).
L os determinantes antigénicos del LPS de esta bacteria son también especificos de serotipo,
aunque existen suficientes similitudes entre los epitopos como para provocar la existencia
de reacciones cruzadas dentro de la especie e incluso con otras (Fenwick y Osburn, 1986;
Rodriguez Barbosa et al., 1995).
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La actividad bioldgica de la endotoxina de A. pleuropneumoniae es similar a la de
otras bacterias Gram negativas. El LPS purificado es capaz de inducir una reaccion dérmica
de tipo Schwartzman y una respuesta blastogénica de linfocitos sanguineos periféricos;
ademés, coagula €l lisado de amebocitos del cangrejo Limulus polyphemus, es pirogénico y
letal para los embriones de pollo (Fenwick y Osburn, 1986; Fenwick et al., 1986) y activa
lavia aternativa del complemento (Inzana, 1991). Tras la inoculacion en ratones y cerdos,
el LPS induce una neumonia intersticial, multifocal o consolidada, con infiltracion de
células inflamatorias, en la que la gravedad de las lesiones se relaciona con la dosis
utilizada. Sin embargo, este factor endotoxico es incapaz de reproducir por si solo € cuadro
de lesion caracteristico de la pleuroneumonia, ya que no origina hemorragias y la necrosis
esta menos difundida (Udeze et al., 1987; Jewen, 1994). Tampoco se consigue una
proteccion adecuada frente a la enfermedad mediante la inmunizacion con LPS puro
(Fenwick et al., 1986; Inzanaet al., 1988).

El LPS también resulta importante en la adherencia (Belanger et al., 1990), aunque
no esta claro en forma concreta, ya que se han publicado resultados contradictorios. Se
demostro, por gemplo, que la adherencia podia ser inhibida por anticuerpos monoclonales
frente alafraccion de ato peso molecular del polisacarido (Paradis et al., 1994; 1999). Sin
embargo, un estudio realizado con mutantes defectivos en la misma fraccion se adhieren en
igual proporcion que la cepa salvaje, sugiriendo que la proporcion polisacarida del LPS no
intervenia en este proceso. (Rioux et al., 1999). En & mismo trabgo, otro mutante
defectivo en la biosintesis del nicleo del LPS redujo su adherencia en un 38% comparado
con la cepa salvaje, pero no quedod aclarado e fundamento genético de tal suceso (Rioux et
al., 2000). Para afiadir mas confusion en este punto, estudios mas recientes sobre células
epiteliales de pulmon porcino parecen demostrar que el antigeno O del LPS no es esencia
en la adherencia (Boekema, B.K. et al., 2003). Ademés, se han identificado
glicoesfingolipidos y fosfolipidos de células epiteliales como posibles receptores para €
LPS de A. pleuropneumoniae (Abul-Milh et al., 1999, Jeannotte et al., 2003).

Por tanto, €l LPS parece que contribuye ala patogenicidad de A. pleuropneumoniae,
interviniendo de alguna forma en la colonizacion bacteriana y actuando sinérgicamente con
otras toxinas para acentuar las lesiones. Sin embargo, es imprescindible la participacion de
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otros factores, tanto para reproducir € cuadro completo de la enfermedad, como para
conseguir una proteccion eficaz.

1.3.4. Proteinas de membrana externa. TbpA y TbhpB.

Los determinantes antigénicos de las proteinas de membrana externa, junto con los
del LPSy proteinas citoplasméticas, son los responsables de la reactividad cruzada entre los
serotipos de A. pleuropneumoniae y otras especies, o que da lugar a problemas de
inespecificidad en las pruebas diagndsticas (Rapp y Ross, 1986; Inzana'y Mathison, 1987).
La inmunizacién de cerdos con estas proteinas confiere cierta proteccion frente a la
infeccion (Chiang et al., 1991; Rossi-Campos et al., 1992; Gerlach et al., 1993; Bunka et
al., 1995).

Dentro de las proteinas de membrana externa ocupan un lugar destacado las
proteinas de union a transferrina, que intervienen como receptores en € proceso de
captacion de hierro por la bacteria. El receptor de transferrina esta formado por dos
proteinas denominadas Thbps (transferring binding proteins). La mayor de elas se
denomina TbpA y presenta un tamario aproximado de 100 kDa, mientras que la menor tiene
un peso de entre 60 a 85 kDa y se denomina, TbpB. Se unen de forma especifica a la
transferrina porcina, lo que satisface completamente las necesidades de hierro de las
bacterias, hecho que determina a menos en parte, la especificidad de hospedador de este
microorganismo (Schryvers 'y Lee, 1989; Gerlach et al., 1992; Gonzdlez et al., 1995). La
proteina TbpA es una proteina integral de membrana dispuesta en forma de canal, a través
de la cua pasa la transferrina al espacio periplésmico (Postle, 1993). Contiene una
secuencia de aminoacidos muy conservada, |0 que podria facilitar € paso de hierro a su
través (Gonzdlez et al., 1995). La proteina ThpB es una lipoproteina que se encuentra
expuesta en la superficie de la bacteria, siendo posible la existencia de dominios
transmembrana que le permitirian extenderse hacia la membrana interna (Gerlach et al.,
1992), mientras que € resto se proyectaria hacia € exterior. Los anticuerpos obtenidos a
partir de animales convalecientes de lainfeccion no reconocen e extremo N-terminal de la
proteina (necesaria para que se una de forma estable a la transferrina), 10 que pone de
manifiesto una cierta variabilidad entre sus isoformas (Strutzberg, 1995); sin embargo, la

region C-termina esta muy conservada (Gerlach et al., 1992).
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Mediante estudios de hibridacion se han determinado tres variantes del gen tbpB, la
primera en los serotipos 1, 6 y 12, otra en los serotipos 2, 3, 4, 8, 9, 10 y 11 y la Ultima
Unicamente presente en el serotipo 5. En € primer serotipo codifica una proteina de 65
kDay de 60 kDa en € segundo. El gen del serotipo 5 presenta una homologia muy baja con

|os dos anteriores.

Se cree que ambas proteinas (TbpA y TbpB) intervienen juntas en la union a
transferrina, ya que es necesario que se expresen las dos para que la bacteria pueda
sobrevivir con transferrina como fuente Unica de hierro (Litt et al., 2000). Segin se ha
demostrado con mutantes defectivos, ambas proteinas son factores de virulencia, ya que las
cepas mutadas no produjeron signos clinicos ni tampoco se detectd respuesta inmune 21
dias después de lainfeccion (Baltes et al., 2002).

Las Thps de A. pleuropneumoniae inducen respuesta inmune (Rossi-Campos et al .,
1992) y ademas son criticas en la supervivencia del microorganismo, por lo que su utilidad
vacunal es de gran interés. Los anticuerpos obtenidos contra estas dos proteinas, bien en
forma conjunta o individualmente, podrian tener capacidad de bloquear la captacion de
hierro 'y con €elo impedir su crecimiento y multiplicacion, actuando como

inmunoprofil acticos.

La proteina ThpA posee escasa variabilidad antigénica, restringida ademés alugares
muy determinados. Por €l contrario, la proteina ThpB presenta mayor variabilidad, debido a
la heterogeneidad existente dentro de la misma especie y, ademas, debido a su localizacién
en la superficie bacteriana, 1o que la hace méas accesible a sistema inmunoldgico (del Rio,
2004).

La inmunizacion con las proteinas ThpB de un serotipo no induce proteccion
cruzada (Rossi-Campos, 1992), lo que supone una limitacién desde € punto de vista de su
usO como antigeno, ya que requeriria incorporar sobre todo ThpBs de varios aislamientos
para asegurarla (Gerlach et al., 1992); No obstante, existen determinados epitopos
conservados dentro de la TbpB que convierten a esta proteina en un buen candidato para
desarrollar una vacuna (Stevenson et al., 1992). Ademas, lainmunizacion con una proteina
TbpB recombinante indujo inmunidad protectora en cerdos contra la cepa parental en A.

pleuropneumoniae (Rossi-Campos, 1992).
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1.3.5. Proteasas

A. pleuropneumoniae secreta proteasas capaces de degradar la gelatina porcing, las
IgA y la hemoglobina (Negrete-Abascal et al., 1994), accion esta Ultima que podria
dirigirse a facilitar la colonizacién de las mucosas y la obtencién del hierro combinado en
esta proteina plasmética. Se ha observado, al menos in vivo, que estas proteasas se secretan
al medio en vesiculas que contienen también exotoxinas (Negrete — Abascal et al., 2000).

1.3.6. Exotoxinas

Los resultados obtenidos tras la inoculacion intratraqueal en cerdos de
sobrenadantes de cultivo de A. pleuropneumoniae indujeron a sospechar que las exotoxinas
de esta especie constituian factores de virulencia esenciales (Rosendal et al., 1980). Las
lesiones se han atribuido a tres proteinas citotdxicas denominadas Apx-1, Apx-11 y Apx-Il1
(Frey et al., 1993) y a una cuarta denominada Apx-IV que solo se produce in vivo (Schaller
et al., 1999). Se ha confirmado el papel que tienen estas toxinas en el desarrollo clinico y de
lesiones mediante la inoculacion endobronquial de cerdos con proteinas Apx recombinantes
(Kamp et al., 1997). En conjunto, pueden definirse como proteinas con actividad toxica que
se secretan durante el proceso infeccioso. Son fuertemente inmundgenas y poseen actividad

hemolitica y/o citotoxica.

Hemolisina | o Apx-1: Es una proteina de 105 kDa, con actividad hemolitica (Frey
y Nicolet, 1988) y citotdxica (Kamp et al., 1991) fuertes. Esta codificada en un operon
formado por cuatro genes dispuestos en tandem en el orden apxIC, apxIA, apxIB y apxID.
Es produciday secretada por cepas de los serotipos 1, 5, 9, 10 y 11, mientras que el genoma
del resto de serotipos (excepto e 3) es incompleto y por lo tanto insuficiente para la
produccion de latoxina. Se ha detectado que |a toxina se excreta dentro de vesiculas, 1o que
podria favorecer la virulencia (Negrete-Abascal et al., 2000). El calcio es un elemento
esencial para su secrecion y actividad biologica (Devenish y Rosendal, 1991). Las cepas
capaces de producir esta toxina tienden a ser las mas virulentas de la especie (Frey y
Nicolet, 1990; Kamp et al., 1991).
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Hemolisina 11 o Apx-1l: Es una proteina de 103 kDa, que presenta actividad
hemolitica débil y citotoxica moderada. Es producida por todos |os serotipos excepto por €
10 (Kamp €t al., 1991). Su operdn no contiene ningun gen para el transporte y la secrecion,
por lo que utiliza los genes correspondientes del operdn de la Apx-I, presentes en todos |os
serotipos, excepto en € 3 (Frey et al., 1993).

Citotoxina 111 6 Apx-lI1: Es una proteina de 120 kDa, que posee actividad
citotoxica fuerte, pero que carece de actividad hemolitica (Kamp, et al., 1991). Esta
producida y secretada por los serotipos 2, 3, 4, 6 y 8, en los que se encuentra presente el
operon apxl 1 1CABD completo (Chang et al., 1994).

Apx-1V: Se trata de una proteina de 202 kDa, con actividad hemolitica débil,
responsable del efecto CAMP. Su identificacion, mas tardia, se debe principalmente a que
no se expresa en cultivos in vitro de A. pleuropneumoniae (Schaller et al., 1999). Esta

presente en todos |os serotipos y, como se ha sefialado, solamente se expresain vivo.

Estas cuatro toxinas pertenecen a la familia de toxinas RTX (repeat in toxins)
formadoras de poros, que contienen nonapéptidos ricos en glicing, ampliamente
distribuidos entre las bacterias patdgenas Gram negativas. Su toxicidad se dirige contra
macrofagos aveolares y neutrofilos (Bendixen et al., 1981; Udeze y Kadis, 1992; Culleny
Rycroft, 1994; Tarigan et al., 1994 Jensen et al., 1995b), cuya membrana perforan,
provocando un choque osmaético que conduce a la muerte celular (Lalonde et al., 1989;
Welch, 1991). Laimportancia de estas exotoxinas como factores de virulencia se demuestra
no solo por su accion toxica directa sino también por la atenuacién conseguida en cepas
mutantes o defectivas para estas proteinas mediante distintos procedimientos (Tascon et al.,
1994; Jensen et al., 1995b; Reimer et al., 1995; Stokhofe — Zurweiden et al., 1996).

La distribucion de las toxinas Apx en los distintos serotipos del biotipo | queda
reflggada en la Tabla 2. Es posible encontrar, sin embargo, algunas cepas de campo que no

cumplen €l patron de Apx caracteristico de su serotipo.

11



Introduccion

Combinacién de Apx Serotipos
Apx-1y IV 10
Apx-l, 1y IV 1,5a,5b,9y11
Apx-ll y IV 12
Apx-Il, Ty IV 2,3,4,6,7y8

Tabla 2: Apx expresadas por los serotipos 1-12 de A. pleuropneumoniae.

Los serotipos del biotipo I, ahora unificados con los del biotipo I, normamente
expresan tan solo la Apx-Il, lo cua podria ser parte de la explicacion de su menor

virulencia (Dom et al., 1994), aunque igual que los primeros producen pleuroneumonia.

Existen elementos en comun entre estas proteinas y las exotoxinas RTX de otros
microorganismos, como sucede por g emplo, entre la a-hemolisinade E. coli y laApx-I, o
las leucotoxinas de Manheimia hemolytica, y la Apx-1l y, en menor grado, la Apx-I
(Koronakis et al., 1987; Chang et al., 1989; Strathdee y Lo, 1989). Este tipo de proteinas se
caracteriza por la presencia de tres dominios hidrofobicos en la region N-terminal, como
todas, un dominio formado por nonapéptidos repetidos ricos en glicina (Negrete-Abascal et
al., 1994), que se localiza en la segunda mitad de la proteina y finalmente, una regién
hidrofilica en el extremo C-terminal (Coote, 1992). Todas las toxinas Apx requieren Ca’*
para su actividad, ion que se une a los dominios ricos en glicina del extremo C-terminal
(Van Leengoed et al., 1992).

La actividad hemolitica de estas exotoxinas podria ser la responsable de las
hemorragias y las lesiones necrdticas que se observan en los casos de pleuroneumonia, por
lo que se contemplan como los principales factores de virulencia del patdgeno (Smits et al.,
1992; Cruijsen et al., 1996) aunque por si mismas no producen la enfermedad. La funcién
bioldgica de las exotoxinas es diversa: permiten la liberacién de NADH y grupos hemo a
partir de los eritrocitos y ayudan a neutralizar la accion de los macrofagos (Udeze y Kadis,

1992; Cullen y Rycroft, 1994; Jensen, 1995a).
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La actividad hemolitica mas fuerte es la debida a la proteina Apx-1 (Frey y Nicolet,
1988; Devenis et al., 1990; Kamp et al., 1991). Por su gran inmunogenicidad (Frey y
Nicolet 1991), se ha considerado una proteina interesante tanto para formulacion de
vacunas como en €l disefio de métodos para € diagndstico de la enfermedad. Diversos
mutantes deficientes en la produccion de toxinas, bien obtenidos por mutagénesis (Tascon
et al., 1994) o espontaneos (Inzana, 1991) han demostrado ser avirulentos, lo que

demuestra laimportancia fundamental de las toxinas en la patogénesis de la enfermedad.

Se ha obtenido proteccion parcial mediante inmunizacién de cerdos con RTX, en
combinacion con otros componentes bacterianos (Beaudet et al., 1994). La presencia de
anticuerpos neutralizantes frente a las exotoxinas determina una menor susceptibilidad a la
infeccion (Devenish et al., 1990; Cruijsen et al., 1995a). Ademas, se ha visto que todos los
animales que sobreviven alainfeccion presentan titulos elevados de anticuerpos frente alas
hemolisinas (Stine et al., 1994). No obstante, como ya hemos comentado anteriormente,
resulta evidente que estas toxinas no son los Unicos factores necesarios para generar una

respuesta protectora.

1.4. Importanciadel hierroen lainfeccion

El hierro constituye un componente esencial para |os organismos vivos
debido a que su presencia resulta necesaria para la actividad de muchas proteinas celulares.
En los vertebrados, por € emplo, numerosos procesos fisiolégicos, incluidos € transporte
de oxigeno, la respiracion, la sintesis de DNA, la formacién de neurotransmisores y
hormonas y ciertos aspectos de la defensa contra microorganismos, requieren proteinas que

contienen hierro.

El uso de hierro en los sistemas hioldgicos presenta, sin embargo, dos
inconvenientes importantes: por un lado su baja solubilidad y, por otro, su toxicidad
potencial, ya que puede promover la formacion de intermediarios de oxigeno altamente
reactivos, como € radica hidroxilo, y promover asi la oxidacion de los lipidos
(lipoperoxidacion), de las proteinas o de otros componentes celulares. Los seres vivos han
desarrollado, en consecuencia, una serie de mecanismos y estrategias que les permiten

adquirir y hacer uso del hierro, reduciendo |os efectos adversos de este micronutriente sobre
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la viabilidad celular. Uno de estos mecanismos consiste en la unién especifica del hierro a
proteinas que incrementan su solubilidad y reducen su toxicidad, ademas de gercer un

control sobre su metabolismo.

En e hombre y animales, los principales 6rganos que acumulan hierro son el
higado (aproximadamente una tercera parte), € bazo y la médula 6sea. EI musculo es
cuantitativamente importante debido a que constituye una gran masa, aunque la
concentracion total de hierro almacenado es baja (40 mg/Kg). En individuos sanos solo se
absorbe 1 mg de hierro a dia, cifra que representa Unicamente un 10% del contenido de
hierro en la ingesta, cantidad que se regula dependiendo de la necesidad corporal. Por
gemplo, ante situaciones deficitarias en hierro y cuando existe un incremento de la

eritropoyesis, ssmplemente se absorbe mas hierro de lo habitual.

Como sucede en el caso de los seres vivos superiores, en las bacterias €l hierro es
también un factor de crecimiento esencial a formar parte de algunas proteinas, como
catalasa, peroxidasa, oxidasas y citocromos; ademas participa en lasintesis de pirimidinas y
aminoacidos, en € ciclo del acido tricarboxilico, en la cadena de transporte de electrones y
es un cofactor importante debido a su potencia redox (Crosa, 1997; Braun y Killmann,
1999; Ratledge y Dover, 2000).

Las bacterias necesitan para su crecimiento una concentracion de hierro de entre
10°y 10® M (Pradel et al., 2000), lo que significa que una sola bacteria requiere alrededor
de 10°-10° iones de hierro por generacion (Wandersman y Stojiljkovic, 2000). En
condiciones anaerdbicas, € hierro se encuentra en forma reducida, que es lo
suficientemente soluble como para que pueda ser capturado por las bacterias sin necesidad
de mecanismos especializados (Braun & Killmann, 1999). De la misma forma, en
condiciones de acidez (pH 3) la concentracion de hierro reducido soluble es Unicamente de
10® M (Braun y Killmann, 1999), suficiente para cubrir las necesidades de la mayoria de
las bacterias aciddfilas. Sin embargo, en las mucosas y tejidos la concentraciéon de hierro
libre en solucién es de 10 M (Ratledge & Dover, 2000). Esta baja concentracion de hierro
libre constituye una de las primeras lineas de defensa del hospedador frente a las

i nfecciones bacterianas.

14



Introduccion

L os organismos superiores disponen de mecaniSmos constitutivos para mantener un
bajo nivel extracelular de hierro basados en la funcidn de algunas proteinas que secuestran
los iones de hierro, como la transferrina, hemoglobina, hemopexina, ferritina y albdmina
El hierro, que se asimila de la dieta a través de las células de la mucosa del yeyuno, pasa al
torrente sanguineo donde es transportado hacia el higado unido alatransferrina (Ratledge y
Dover, 2000).

Latransferrina es un tipo de glicoproteina extracelular de entre 75 y 80 kDa de peso
molecular, capaz de unir hierro (Otto et al., 1992). Existen tres tipos de transferrina: la
serotransferring, que se encuentra en la sangre y linfa; la lactoferrina, que se localiza en €
interior de los neutréfilos y en la mayoria de fluidos extracelulares (saliva, lagrimas,
secreciones nasales, fluidos seminales e intestinaes, moco cervical, leche, etc.) y la

ovotransferrina, que se hallaen laabuminade los huevos (Ratledge y Dover, 2000).

La ferritina es la principal proteina de almacenamiento de hierro. Se localiza en la
mayoria de 0rganos animales, pero principalmente en el higado. Es una proteina soluble en
aguay esta presente en los espacios extramitocondriales. Su peso molecular es de alrededor
de 500 kDa y estd compuesta por 24 subunidades que forman una esfera que puede
amacenar unos 4.500 a&omos de hierro. Cuando existe un exceso de hierro, se sintetiza en
el higado hemosiderina, una proteina que posee caracteristicas parecidas a la ferritina (Otto
et al., 1992; Ratledge y Dover, 2000).

La hemoglobina es la proteina encargada del transporte de oxigeno en los globulos
rojos y esta compuesta por dos cadenas polipeptidicas, cada una de las cuaes contiene un
grupo hemo que se localiza en un dominio hidrofdbico. Su peso molecular es de unos 64,5
kDa (Otto et al., 1992). Si se produce la rotura de los glébulos rojos (hemdlisis) se oxidala
hemoglobulina libre en el plasma, disociandose en globinay € grupo hemo, €l cua se une
especificamente a una proteina de union a hemo llamada hemopexina y e hierro de la
hemoglobina se une a haptoglobina, saturandola. Ambos complgos, hemoglobina-
haptoglobina y hemopexina-hemo, son conducidos a higado donde € grupo hemo se
degrada a hilirrubina o se incorpora a los citocromos. Una pequefia parte de las moléculas
de hemo se degrada en protoporfirinay hierro, que se une alatransferrina, que lo transporta
hasta laferritina (Otto el al., 1992).
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La albumina es una proteina globular de alrededor de 68 kDa que constituye casi €l
60% de las proteinas totales del plasma. Una molécula de albumina puede unir hasta 10
atomos de hierro (Genco y Dixon, 2001).

Ademas de todos estos mecanismos, € hospedador es capaz de reducir alin mas la
cantidad del hierro extracelular en € curso de un proceso infeccioso, fendmeno conocido
como hipoferremia de la infeccion, que se produce incrementando la sintesis de ferritina en

el higado y laliberacién de lactoferrina por parte de los neutréfilos (Otto et al., 1992).

Las células del hospedador también responden directamente a la invasién de un
patdgeno aterando € estatus del hierro intracelular. Se han descrito unas proteinas de
resistencia natural asociadas a macrofagos, |lamadas Nrampl y Nramp2, que intervienen en
este proceso. Nrampl es una proteina transmembrana, que actla incrementando la
captacion de hierro desde la transferrina a macr6fago, cuando los macrofagos y otros
fagocitos profesionales han sido activados por lainvasién microbiana. Este aporte adicional
de hierro estimula la formacién de formas reactivas de oxigeno, OH y O**, que contribuyen
aladestruccion de | as bacterias fagocitadas (Ratledge y Dover, 2000).

Los seres vivos superiores también responden a la infeccion suprimiendo la
asimilacion dd hierro de la dieta, aumentando la secrecion de haptoglobina y hemopexina
desde e higado, inhibiendo el crecimiento de las bacterias dentro de los fagosomas de los
macréfagos o mediante el secuestro por los macréfagos de las formas de lactoferrina
cargadas de hierro (Weinberg, 1995).

1.4.1. Proteinasimplicadas en e metabolismo del hierro
1.4.1.1. Laproteina HFE. El gen hfe en ratén

Est4 codificada por € gen hfe y consta de 343 aminoécidos en tres dominios
extracelulares, un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica corta. Es homdloga a
moléculas no clésicas del MHC-I pero, a diferencia de ellas, es incapaz de presentar

antigenos.
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Funcion y localizacion dela proteina HFE

Estudios funcionales y cristalograficos han demostrado que la proteina HFE
interacciona con € receptor de transferrina clasico (TFR) en la superficie celular y compite
con latransferrina (TF) en la unién a receptor (Parkkila et al., 1997a; Feder et al., 1998;
Lebron et al., 1998; Lebron y Bjorkman 1999; Lebrén et al. 1999). Del mismo modo,
estudios de sobreexpresion del gen hfe demuestran que la proteina interfiere con e proceso
de transporte de hierro del endosoma al citoplasma, bien a nivel de la acidificacién de los

+++

endosomas, de la reduccion del Fe™ o en € transporte a través de la membrana del
endosoma del Fe™ (Arredondo et al., 2001). Se concluye, por €lo, que la funcion de la
proteina HFE permite disminuir la entrada de hierro al citoplasma celular, actuando a nivel
de la membrana plasmaética, inhibiendo la captacién de este metal a través de la via
transferrina-receptor de transferrina (TFR-TF) y a nivel endosdmico, bloqueando el

transporte de hierro a citoplasma.

A pesar de que la relacion entre e TFR y la HFE es la primera evidencia de
implicacion del gen hfe en el metabolismo del hierro, ladisminucion de la afinidad del TFR
por la TF no explica e incremento de la absorcién intestinal de hierro que se encuentra en
los pacientes de hemocromatosis hereditaria, ya que € TFR solo se expresa en la region
basal de los enterocitos (Arredondo et al., 2001). Se han propuesto varias hipotesis sobre el
papel dela proteina HFE en la absorcion intestinal del hierro.

Estudios inmunohistoquimicos han revelado que la proteina HFE se expresa solo en
ciertas células del tracto alimentario humano (las células de la cripta del duodeno) con una
localizacion Unica intracelular y perinuclear, totalmente diferente a la localizacion de
membrana que tendria en los demas tgjidos (Parkkila et al., 1997b). Mediante Northern blot
y RT-PCR se ha detectado que el mRNA de HFE se expresa constitutivamente y a unos
niveles muy bajos en todos los organos investigados, siendo mayoritaria su expresion en
higado (Feder et al., 1996; Rhodes et al., 1999).

Un afo antes de que Feder y colaboradores descubrieran € gen hfe, en 1995,
Hashimoto et al., identificaron sin saberlo el gen homologo del hfe en e ratén, a que
denominaron nr2 (Hashimoto et al. 1995). El gen presenta una similitud de
aproximadamente un 66% en secuencia y se expresa en todos los 6rganos estudiados
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(corazon, cerebro, bazo, pulmén, higado, muasculo, rifién y testiculo) (Hashimoto et al.
1997).

1412 Ferritina(Hy L)

Laferritina es una proteina compuesta por 24 cadenas polipeptidicas de subunidades
pesadas (H) y ligeras (L), capaz de almacenar hasta 4.500 &omos de Fe™. Laferritina esta
presente en todas las especies animales y su estructura tridimensional estd muy conservada.
Su habilidad para secuestrar hierro le confiere una funcion dual de proteina detoxificadora

y de reserva de hierro (Harrison Arosio, 1996).

Existen ferritinas formadas por heteropolimeros o por homopolimeros. Las dos
subunidades que componen la ferritina representan papeles diferentes en e metabolismo
del hierro. La H-ferritina es una ferroxidasa y su actividad promueve una rapida
incorporacion del hierro en ferritinas ricas en esta subunidad. La forma rica en subunidades
L capta hierro més lentamente, acumulando hierro a largo plazo. Por |o tanto, en generdl,
los tgidos que amacenan hierro, como €l higado y el bazo, presentan ferritinas ricas en
formas L y éstas presentan un contenido relativamente ato de hierro (Harrison y Arosio,
1996).

La produccién de ferritina est4 directamente ligada a estatus celular de hierro, a
través de cambios en la traduccion de los mMRNAs de las formas H y L, que permiten una
rapida respuesta en las situaciones de exceso o deficiencia de hierro celular. Aungue en los
vertebrados la ferritina se localiza principamente en € citoplasma, también pueden

descubrirse concentraciones bajas en el plasma.
1.4.1.3. Hemosiderina

Aungue en condiciones normales, la ferritina es la principal proteina que amacena
hierro, en enfermedades por sobrecarga de hierro la proteina predominante es la
hemosiderina. La hemosiderina es un producto de degradacion de laferritinay, a diferencia
de aguella, que es soluble, ésta es insoluble. Al microscopio electronico, |a hemosiderina se
observa como agrupaciones masivas e irregulares de particulas densas a los electrones
incluidas dentro de membranas, posiblemente lisosomas secundarios, que reciben €

nombre de siderosomas.
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1.4.1.4. Transferrina (TF).

La transferrina (TF) es una glicoproteina con una masa molecular aproximada de
76,5 kDa. La transferrina se originG como consecuencia de una duplicacion intragénica de
un gen ancestral, que condujo a la presencia de dominios N y C terminales homdlogos,
cada uno de los cuales une un ién de hierro férrico (Fe™™). Por lo tanto, la TF puede unir
dos &omos de hierro, como méaximo. Normalmente en e suero un tercio de los sitios de

union de hierro estan saturados evitando la acumulacion de hierro libre.

La TF es € principal medio de transporte de hierro (en forma no hemo) entre los
distintos o6rganos corporales. Transporta hierro desde € intestino, e sistema
reticuloendotdlial y las células parenquimatosas del higado, atodas las células proliferativas
del organismo. Acepta hierro procedente de las células reticuloendoteliales, de tejidos
parenquimatosos y de las células de la mucosa intestinal, entregandolo alos eritroides de la
meédula y otros tejidos, para la sintesis de proteinas que contienen hierro y para su
almacenamiento (Harrison Arosio, 1996). La captacion celular de hierro unido a TF se
realiza através de endocitosis mediada por receptor. La expresion de la TF estainfluida por
multiples factores y su abundancia en € esta inversamente relacionada con €l nivel corporal
de hierro. En situaciones deficiencia del mismo, la transcripcion del gen de la TF se
incrementa de 2 a 3 veces en € higado, que es & principal 6rgano de sintesis de TF;
contrariamente cuando |os niveles de hierro son altos, se reduce la traduccion del mRNA de

laTF y consecuentemente su expresion hepética.
El receptor celular detransferrina (TFR)

El TFR es una proteina de aproximadamente 95 kDa que forma homodimeros y es
capaz de unir dos moléculas de transferrina (TF). En las condiciones del pH extracelular la
TF diférrica se une a TFR; entonces, € complejo TF-TFR es captado por endocitosis
mediada por receptor, y en el compartimiento endosomal, donde e pH es &cido, € hierro se
liberade la TF y es bombeado al citoplasma, posiblemente por intervencién de la proteina
DMTL1 (FHeming et al., 1998). El complegjo apo-TF-TFR se recicla ala membrana, donde la
apo-TF sedisociadel TFR y puede captar de nuevo hierro del plasma. El TFR se encuentra
en lamayoria de |los tipos celulares del organismo, pero no en todos.
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El nimero de TFR presentes en la superficie de las células eucariotas esta
relacionado con las necesidades de captacion de hierro; La deficiencia de hierro induce la
expresion del TFR, lo que debe entenderse como la respuesta organica de la célula para
solucionar e abastecimiento. El hierro modula la sintesis del TFR mediante distintas vias
de regulacién que incluyen alteraciones en la estabilidad del mMRNA o mediante la

modul acién transcripcional del gen tfr.
1.4.2. M ecanismos de captacion de hierro en las bacterias

Igual que en @ caso de las células y, como ya ha sido comentado, el hierro es un
elemento esencia paralaviday €@ crecimiento de las bacterias y su disponibilidad dentro
del hospedador es insuficiente para cubrir |as necesidades (Ratledge y Dover, 2000).

Por este motivo, los microorganismos patdgenos se han visto obligados a desarrollar
estrategias para captar hierro de las diferentes fuentes disponibles in vivo. Los sistemas de
captacion de hierro por parte de las bacterias, pueden agruparse en dos modelos clasicos:
los que implican una interaccién directa con las proteinas que acomplean y transportan €
hierro (transferrina, lactoferrina, hemoglobina, etc.) y los sistemas que implican lasintesisy
liberacién de moléculas de bajo peso molecular, llamadas sideréforos, con gran afinidad
por € hierro, que lo capturan y separan de las moléculas del hospedador (Ratledge y Dover,
2000). Ademés de estos mecanismos, algunos patdgenos producen enzimas que
incrementan la eficacia de estos sistemas, como sucede con |0os microorganismos que
sintetizan proteasas, que son secretadas a medio y ali degradan las proteinas
transportadoras de hierro del hospedador (Genco y Dixon, 2001).

Por otro lado, un exceso en la concentracion de hierro intracelular puede ser toxico
para las bacterias, ya que estimula la formacion de formas reactivas de oxigeno,
generandose radicales hidroxilo mediante la reaccion de Haber-Weiss (Ratledge y Dover,
2000); por este motivo, las bacterias han desarrollado mecanismos para controlar los

niveles de hierro intracelular.

La permeabilidad de la membrana externa de las bacterias Gram negativas viene
determinada por la presencia de proteinas denominadas porinas de clase |, que forman
poros en la membrana que permiten € paso de compuestos hidrofilicos de hasta 600
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daltons; estas porinas no muestran especificidad de sustrato (Braun, 1995). Existe un
segundo tipo de porinas, las denominadas de clase 11, que permiten la difusion inespecifica
de compuestos de bajo peso molecular, aunque también reconocen algunos sustratos de
forma especifica (Braun, 1995). Tal especificidad permite una difusion mas eficaz de los
sustratos y también la de compuestos de mayor tamafio, que no podrian pasar através de las
porinas de clase . Por ultimo, existe un tercer tipo de canales, |0s receptores especificos de
alta afinidad, que permiten € paso de moléculas de mayor tamafio y que se encuentran en
concentraciones muy bajas (Braun, 1995).

El tamafio de las moléculas de hierro en solucion impide que pasen por la
membrana externa a través de las porinas inespecificas, por 1o que resulta necesaria la
presencia de receptores de membrana. Estos receptores reconocen las moléculas de hemo o
de proteinas trasportadoras de hierro del hospedador. Después de la union de dichas
moléculas, se libera € hierro, que es transportado hacia e citoplasma (Genco y Dixon,
2001). Este proceso de entrada del hierro requiere energia, que es proporcionada por €
sistema TonB (Moeck y Coulton, 1998), que incluye acopladores que proporcionan ATP.
Por €llo, los receptores especificos de membrana contienen una regién, conocida como caja
Fur, que es la que interacciona con la proteina TonB. Asi pues, se puede considerar que
aquellas proteinas de membrana que contengan la caja FurB probablemente estaran
implicadas en la captacion de alguna clase de nutrientes esenciales para la célula, como
sucede con € hierro. Todos estos receptores estan regulados negativamente por e complejo

Fur-Fe™ y, por tanto, se expresan en condiciones de privacion de hierro.
1.4.2.1. Proteinasreceptoras detransporte de hierro
1.4.2.1.2 Receptoresdetransferrinay lactoferrinas

En muchas bacterias patdgenas pertenecientes a las familias Neisseriaceae y
Pasteurellaceae se han descrito dos proteinas muy conservadas y especificas que reconocen
Unicamente las transferrinas o lactoferrinas de su hospedador habitual. Dichas proteinas se
denominan TbpA y TbpB s reconocen la transferrinay LpbA y LpbB s reconocen la
lactoferrina (Morton y Williams, 1989; Fuller et al., 1998). Asi, por gemplo, se han
descrito receptores de transferrina en N. gonorrhoeae (Cornelissen et al., 2000), N.
meningitidis (Schryvers and Morris, 1988; Ferrén et al., 1993) y en P. multocida (Veken et
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al., 1994; Ogunnariwo y Schryvers, 2001), entre otros (ver después), y receptores de
lactoferrina en N. meningitidis (Schryvers y Morris, 1988b). También se han identificado
receptores de este tipo en microorganisSmos que no pertenecen a estas familias, como en
Moraxella catarrhalis (Du et al., 1998). La proteina TbpA es un receptor de membrana
externa dependiente de TonB. Presentala misma afinidad por |as transferrinas cargadas con
moléculas de hierro como por las apotransferrinas. La proteina ThpB es una lipoproteina
gue produce un aumento de la eficacia de captacion de hierro, si bien no es imprescindible
para que ésta se lleve a cabo. Se ha propuesto un mecanismo de accion que consiste en que
inicidlmente la proteina TbpB reconoceria las transferrinas cargadas con moléculas de
hierro, se uniria a ellas y las presentaria a un dimero formado por dos proteinas, la TbpA,
integral y anclada en la membrana, externa y la TbpB, unida a la membrana, pero
proyectada hacia el exterior. La union de latransferrina a estas dos proteinas podriainducir
un cambio conformocional en la ThpB y en las propias transferrinas, liberandose asi las
moléculas de hierro que pasarian hacia €l periplasma através de los poros formados por las

proteinas de membrana (Schryverrs y Stojiljkovi, 1999).

1.4.2.1.3. Receptores de heminay hemoglobina

Se ha descrito una gran variedad de proteinas de membrana implicadas en la
captacion de hierro procedente de hemina y hemoglobina. Por eemplo, se han
caracterizado receptores de hemina en Porphyrinomas gingivalis (Dashper et al., 2000) o
receptores de hemoglobina en Haemophilus ducrey (Elkins, 1995; Elkins et al., 1995b), P.
gingivalis (Fujimura et al., 1996; Simpson et al., 2000) y en distintas especies de Neisseria
(Stojiljkovic et al., 1995; Stojiljkovic et al., 1996).

Todas ellas presentan una escasa similitud (entre un 17 y un 23%) con los
receptores de membrana para sideroforos y los de transferrina y lactoferrinas, siendo €
extremo N-terminal e mas conservado entre los distintos tipos de proteinas. En particular,
los receptores de hemina contienen un dominio muy conservado, que presenta la secuencia
FRAP/NPNL (Wandersman y Stojiljkovic, 2000).
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1.4.2.1.4. Proteinas de union a transferrina porcina en Actinobacillus

pleuropneumoniae

Dentro de las proteinas de la membrana externa se encuentran los receptores
especificos de la transferrina porcina, responsables (al menos probablemente) de la
especificidad estricta de hospedador a A. pleuropneumoniae, ya que esta suficientemente
contrastado que esta bacteria depende de este mecanismo para la adquisicion del hierro in
vivo, o que determinaria que sélo pueda originar enfermedad en la especie porcina, cuya
transferrina es reconocida de forma selectiva por los receptores de superficie de la
membrana externa de A. pleuropneumoniae (Yu et al., 1992). Ademas, los sistemas de
captacion de hierro representan un mecanismo de virulencia relevante, a posibilitar la
satisfaccion de los requerimientos nutricionales de esta especie bacteriana en un ambiente

en que €l hierro libre se encuentra en concentraciones infimas (Finkelstein et al., 1983).

La primera descripcion de |a captacion de transferrina en A. pleuropneumoniae es
mMas reciente que en otras especies bacterianas, como Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae, Moraxela catarrhalis o Haemophilus influenzae, pero anterior a la de otros
integrantes de la familia Pasteurellaceae, como Haemophilus. agni, Haemophilus somnus,
Haemophilus parasuis, Haemophilus. avium, Avivacterium paragallinarum, Pasteurella
multocida o Mannheimia haemolytica (de la Puente, 2001). Schryvers y Gonzéalez (1990)
demostraron que A. pleuropneumoniae era capaz de captar Unicamente transferrina
porcina, para lo que se valia de dos proteinas de la membrana externa (designadas
inicialmente Thbpl y Thp 2 y mas tarde, TbpA y TbpB), que fueron identificadas y
purificadas por Ricard et al., en 1991. Estas proteinas han sido identificadas en cepas de
todos | os serotipos y presentan unién especifica paralaregion C terminal de latransferrina
porcina (Gonzalez et al., 1995), hecho que podria congtituir una de las claves de su
limitacion a la especie porcina (Litt et al., 2000). Las TbpA y TbpB son proteinas de
membrana externa con especial interés vacunal. Su importancia como factores de virulencia
ha sido demostrada por la atenuacién que se obtiene en cepas defectivas (Baltes et al.,
2002). Ademés, la inmunizacion de cerdos con proteinas de union a transferrina confiere
cierta proteccion frente al desafio con e agente patdogeno (Rossi Campos et al., 1992;
Gerlach et al., 1993).
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Las proteinas ThpA y TbpB se expresan en A. pleuropneumoniae en condiciones de
carencia de hierro. La proteina TbpA es una proteina transmembrana de 110 Kda que
funciona como canal de transporte de hierro a través de la membrana externa. La Thp es
una lipoproteina de 60 a 70 kDa gue se encuentra anclada a la membrana externa mediante
una cola lipidica N-terminal (Yuy Schryvers, 1994). Esta proteina se modifica y procesa
secuencidmente por la gliceril y O-aciltransferasa, la peptidasa sefial 11 y la N-
aciltransferasa, dando lugar a una proteina madura que presenta una cadenatriple-acil unida
a su residuo de cisteina N-terminal. El péptido sefial, eliminado en este proceso, consta de
19 aminoacidos. La variabilidad de la TbpB entre los diferentes serotipos es mucho mayor
gue lade TbpA, lo cual podria ser debido a una mayor accesibilidad de la primera (Vonder
Haar et al., 1994). Se definen 3 variantes de TbpB seguin € serotipo: la primera, una TbpB
de 70 kDa, se presenta en los serotipos 1, 6, 8 y 12; mientras que e segundo tipo
corresponde a los serotipos 2, 3, 4, 7, 9, 10 y 11, que expresan una ThpB de 60 kDa
Finalmente, en el serotipo 5 se expresa una variante de 65 kDa (Gerlach et al., 1992; Bog et
al., 2001; Rodriguez et al., 2002).

Ambas proteinas, se encuentran asociadas merced a su disposicion que implica un
contacto intimo. Esta disposicion parece facilitar su funcionalidad y reforzar 1a union de la
transferrina. Existe alguna hipotesis sobre qué regiones de cada proteina estan implicadas
en dicha interaccion (Bog et al., 2001) y se ha logrado demostrar, comparando proteinas
Thp de diferentes especies relacionadas, que se trata de dominios conservados (Fuller et al .,

1998). EnlaFigural se presentaun modelo de este sistema.

El proceso de captacion del hierro unido a la transferrina por parte del sistema Thp
interesa también a otros componentes, ademas de | as proteinas TbpA y ThpB, puesto que se
trata de un proceso dependiente de energia, aportada por un sistema proteico, TonB-ExbBD,
localizado en la membrana interna (ver después). Cuando un proton atraviesa el complejo
en direccion al espacio periplasmatico, provoca un cambio conformacional en una proteina
TonB (necesaria para la transduccion de energia desde la membrana citoplasmética en
procesos que ocurren en la membrana externa), encargada de proporcionar la energia
necesaria al par TobpA/TbpB (Higgs et al., 1998). La interaccion de la transferrina con €
complgjo TbpA/B y la transduccion de energia por parte de la proteina de tipo TonB
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conducen a un cambio conformacional en la molécula de transferrina 'y a la liberacion de
cationes férricos. Estos iones son transportados a través de la ThpA y se asocian con la
proteina periplasmatica Fbp, la cua transporta un cation férrico desde € espacio
periplasmético hacia un complejo de permeasas de la membrana interna (Fpcl y Fpc2) que

+++

transloca € i6n Fe" hacia e citoplasma. La transferencia de hierro a través de la
membrana interna conlleva la reduccion del ion férrico a ferroso, aumentando asi su

biodisponibilidad, como se ha sefialado en apartados anteriores.

oS
&

Figura 1: Modelo de captacion de hierro en A. pleuropneumoniae a partir de la transferrina porcina mediante

M —‘-‘._=G\;; ot

€l sistema Thp. Tbp: proteina de union a transferring; OM: membrana externa; IM: membrana interna; Tf:
transferrina; Fbp: proteina periplasmética de unién a hierro; Fpc: permeasa de union a hierro. Figura
modificada de Jacques and Mikael (2002).

La interaccion entre las Thp y € sistema dependiente de TonB no se limita a
aspectos funcionales, puesto que también la genética de ambos sistemas esta intimamente
coordinada; se ha demostrado que los genes tonB, exbB y exbD se localizan adyacentes en
posicion 5 alos genes tbp, pudiéndose transcribir conjuntamente exbB, exbD, tbpB y tbp2
(Tonpitak et al., 2000) (Figura 2).
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La captacién de hierro por las proteinas de unién a
transferrina bacterianas esta bajo el control de un Unico
operdn denominado tonB-exbBD-tbpBA

tbpBA

SD SD S'D)

)

exbB exbD tbpB

857 1270 1296 2978 2978 3000 5795

Figura 2. El operon tonB de A. pleuropneumoniae (Tonpitak et al., 2000)

Ademés, se ha observado la incapacidad de ciertos mutantes AexbB de provocar la
infeccion (Baltes et al., 2001), lo cual pone alavez de manifiesto laimportancia capital del
sistema Thbp de obtencion de hierro parala virulencia de este microorganismo.

1.4.2.2. Sider 6foros

Como se ha comentado antes, la sintesis de sider6foros es uno de los mecanismos de

gue disponen los patdgenos para capturar hierro de su entorno.

Los sideréforos son moléculas de bajo peso molecular con una elevada afinidad por
hierro Fe™, que son secretadas al medio y son capaces de extragr las moléculas de este
elemento presentes en las proteinas transportadoras del hospedador 0 en e medio ambiente.
Una vez que han captado €l hierro, son reconocidos por unos receptores especificos de la
membrana bacteriana y, en la mayoria de los casos, penetran hacia € interior de la célula
donde liberan la molécula de hierro. El sideréforo, tras este proceso, puede ser secretado
otra vez a medio para la captura una nueva molécula de hierro. De este modo, los
siderdforos actlan como agente quelantes de hierro (Ratledge y Dover, 2000). En la figura
3, se esguematiza el proceso de captacion de hierro por parte de los sideréforos.
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Figura 3. Esguema de la asimilacién del hierro a través de los sideréforos en las bacterias

Gram negativas (A) y Gram positivas (B) (Andrews et al., 2003)

Aungue &l empleo de sideroforos es la forma mas extendida de captacion de hierro,
algunas bacterias patdgenas recurren a las proteinas de hospedador (lactoferrina o
transferring), para las cuales poseen receptores inducibles (Cornelissen y Sparling, 1994).

Todos estos sistemas de captacion y asimilacion de hierro actlan frecuentemente
como factores de virulencia en las bacterias patdgenas, pues permiten superar o disminuir la
deficiencia de hierro libre presente en el hospedador. La reducida disponibilidad de hierro
constituye una sefia para la expresion de determinantes de virulencia relacionados con su

captacion a partir de compleos de este elemento (cuadro 1) (Litwin y Calderwoo, 1993).

Organismo Determinante de virulencia Referencia

(DeBoy et al., 1980:

Escherichia coli aerobactina, toxina tipo Shiga, a-hemolisina Opal et al., 1990)
.- . . B . . (Van Heyningen,
Shigella dyvsenreriae tipo 1 toxina Shiga 195%)
2

{(Goldberg et al..
Vibrio cholerae Proteinas de membrana externa (IrgA) 1990a; Goldberg et

al.. 1990b)
Vibrio anguillarum Anguibactina (Crosa, 1980)
Yersinia spp. proteinas de membrana externa {Carniel et al., 1987)

(Genco etal | 1901;
Neiseria gonorrhoeae proteina de unién a transferrina Payne and
Finkelstein, 1975)

Pseudomonas aeruginosa exotoxina A, elastasa, proteasa alcalina (Bjorn et al., 1978)

Corvnebacterium diphtheriae toxina diftérica (Tai etal.. 1990)

Cuadro 1: Ejemplo diversos factores de virulencia regulados por €l hierro en todos los casos por
disponibilidad no reducida (Litwin y Calderwoo, 1993).
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El Fe™™, una vez asimilado, es reducido a Fe™ en € citoplasma, de la bacteria,
incorporandose a nuevas proteinas, como e grupo hemo o bajo laforma de especies mono
0 binucleares o asociaciones hierro-azufre. Alternativamente, se amacena en
bacterioferritinas y ferritinas desde las que es liberado cuando se reduce la concentracion
intracelular del mismo. El amacenamiento evita ademas, su participacion en reacciones de
estrés oxidativo. En efecto, € oxigeno o las especies oxigenadas, producidas por €
metabolismo oxidativo, reaccionan con & Fe™ generando radicales OH- responsables del
dafio alas proteinas, los lipidosy e ADN durante el estrés oxidativo (Touati, 2000).

En el caso de los siderdforos, unavez en € citoplasma, se produce la liberacion del
hierro por una reduccion de Fe+++ a Fe ++ catalizada por una ferri-sideroforo ferri-

reductasa (Ratledge y Dover, 2000). La reaccion global de este proceso seria:

0, +Fe? — Fe*+0,

Fe 2+ Hy0y —>»Fe” +OH+OH  (reaccion de Fenton)

0y +H)0) —» OH' + OH + 0,  (Haber-Weiss)

Cuadro 2: Reaccion de Haber-Weiss, en la cual el Fe'™ cataliza la produccion del radical OH-

apartir de los radicales generados en el metabolismo oxidativo.

La molécula de Fe™ es soluble, se libera del sideréforo, pasa a citoplasma y se
incorpora a las porfirinas o0 a las apoproteinas. Este proceso parece ser general, excepto en
el caso de la enteroquelina de E. coli, que presenta un potencia redox demasiado bagjo para
utilizar el poder reductor del par NAD (P) H/NAD (P)". En este caso, la liberacion del ion
de hierro implica la hidrdlisis del sideréforo por la accion de una esterasa, produciéndose
después lareduccion de Fe™* aFe™" (Ratledge y Dover, 2000).

Los sideréforos no presentan especificidad de fuente de hierro, sino que un mismo
sideréforo puede secuestrar € hierro de diferentes proteinas del hospedador como la
transferrina, hemoglobina, hemopexina, etc. Se han descrito mas de 500 sideroforos
diferentes producidos tanto por bacterias como por levaduras y hongos filamentosos,
28



Introduccion

poniendo de manifiesto que esta estrategia para captar hierro del medio se encuentra
ampliamente distribuida en los seres vivos a lo largo de la evolucion (Ratledge y Dover,
2000).

Los genes implicados, tanto en la biosintesis de sider6foros como en la de sus
receptores, estan regulados negativamente por e complejo formado por la proteina Fur y €l
Fe'™*, de forma que en presencia de hierro, las regiones promotoras de dichos genes se
encuentran bloqueadas y solo se expresan en condiciones de privacion de hierro. Asi pues,
debido a que la disponibilidad de hierro in vivo es escasa, |a produccién de sideroforos se
inicia cuando e patdgeno infecta un hospedador, permitiéndose la captura de hierro y €
reciclgje de éstos, con lo que la necesidad de sintetizar nuevas moléculas desaparece y se

inhibe latranscripcion de los genes de biosintesis.

Ademés de este control negativo, en algunos casos también parece tener lugar una
regulacion positiva que induce la sintesis de sideréforos, como sucede en Vibrio
anguillarum, que, ademas de la proteina Fur, presenta dos activadores que controlan la
sintesis del sideroforo anguibactina: AngR (anguibactin system regulator) y TAF
(transacting factor); en cualquier caso, esta bacteria también posee un regulador negativo

(un RNA antisentido) que interviene en estaregulacion (Tolmasky et al., 1994).

Aunque lo norma es gque cada tipo de bacteria sintetice un tipo de sideréforo,
algunas especies, como las del género Pseudomonas, pueden sintetizar més de un tipo
(Ratledge y Dover, 2000). En V. anguillarum, los genes implicados en la sintesis y
transporte de sideréforos estan codificados en e plésmido pjM1 (Stork et al., 2002). En los
géneros Mycobacterium y Nocardia, las células sintetizan también sideréforos
intracelulares, ademas de extracelulares (de Voss et al., 1999). Este fenOmeno se debe
probablemente a la gruesa capa lipofilica de sus membranas celulares, que dificulta €
abastecimiento con rapidez, pues estas bacterias necesitan un almacenamiento de hierro
intracelular que asegure la disponibilidad de hierro a corto plazo, ya que € paso de los
sideréforos extracelulares y la consiguiente incorporacion de hierro a través de la
membrana celular resulta un proceso lento. Existen también casos, como en algunas de las
especies de la familia Enterobacteriaceae, que pueden reconocer no solo los sider6foros
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propios, sino también los que sintetizan otros microorganismos, incluidos los de los hongos
(Nelson et al., 1992).

La estructura de los sideréforos, como ocurre con las rutas de biosintesis, varia entre
las distintas especies de bacterias, alin cuando se pueden establecer dos tipos generales
segun su estructura: los fenolatos, como la enterobactina de algunas especies de la familia

Enterobacteriaceae, y los hidroxamatos, como la aerobactinade E. coli (Otto et al., 1992).

Finalmente, la consideracion de factor de virulencia de los sideréforos es variable
segun €l tipo de bacterias. En algunos casos, |os mutantes no atentian su patogenicidad pero
en otros, como Y. pestis, los mutantes deficientes en la sintesis de sideréforos presentan una

reduccion en su virulencia (Haag et al., 1993).

1.4.3. Transportedehierro al interior delacélula

Acoplados a los mecanismos de captacion del hierro se encuentran los sistemas
encargados de transportar € hierro a interior de la célula, teniendo lugar los siguientes

procesos, para el caso de las bacterias Gram negativas.
Paso ddl hierro através dela membrana externa

Una vez que las proteinas que transportan €l hierro (sideréforos, transferrinas o
hemoproteinas) se encuentran asociadas a los receptores de membrana externa, deben

atravesarla parallegar a periplasma.

La translocacion de estas moléculas es un proceso activo que necesita una fuerza
motriz de protones aportada por € sistema Ton (Elkins et al., 1998; Guerry et al., 1997;
Koebnik et al., 1993; Larsen et al., 1996; Larsen et al., 1999; Nicholson y Beall, 1999;
Occhino et al., 1998; Stojiljkovic y Srinivasan, 1997).

El sistema Ton estd formado por tres proteinas. TonB, ExbB y EXBD, que
interactlan con la membrana citoplasmética. La proteina TomB es periplasmatica y se
encuentra anclada en la membrana citoplasméatica por su dominio hidrofobico N-terminal,
mientras contacta con os receptores de la membrana externa a través de su dominio C-
terminal. Por € contrario, las proteinas ExbB y ExbD son integrales de la membrana
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citoplasmatica. La proteina ExbB presenta tres dominios transmembrana, mientras que su
dominio N-terminal y un pequefio giro se encuentran en €l periplasma. En referencia a
ExbD, ésta se encuentra anclada ala membrana citoplasmatica por su dominio N-terminal y
el resto delaproteina se localiza en €l periplasma (Braun y Kilmann, 1999).

Estudios in vivo demuestran que la relacion de estas tres proteinas es de 1.7:2 para
formar e complejo TonB-ExbB-ExbD (Higgs et al., 2002). Se cree que ExbB y ExbD
aprovechan € gradiente eectroquimico de la membrana para producir un TonB
“energético” que provoca un cambio conformacional en €l receptor de la membrana
externa, a que se encuentra unido mediante un fragmento de 7 aminoéacidos hidrofdbicos
denominado TonB box (Andrews et al., 2003). Dicha energia es también aprovechada para

el transporte de lavitamina B12 a periplasma.
Transportede hierro a través de la membrana citoplasmatica

Sea cual sea € mecanismo de captacion de hierro, su transporte a travées de la
membrana citoplasmética en bacterias Gram negativas, se realiza mediante un mecanismo
detipo ABC (ATP Binding Cassette) (Késter, 2001).

El sistema ABC esta formado por:

Proteinas periplasmaticas de union al sustrato (PBT). Estas proteinas pueden ser
solubles 0 encontrarse ancladas a la membrana citoplasmética en forma de lipoproteinas

(como sucede en los Gram negativos).

Complegos de Permeasas transmembrana, formados por cuatro modulos, dos de
ellos idénticos u homdlogos a los de permeasas integrales de membrana y |os otros dos son
generalmente idénticos ente si y se localizan en la cara interna de la membrana

citoplasmatica.

Las ATP hidrolasa o ATPasas que se sitian en la cara interna de la membrana
citoplasmética y se encargan de aportar la energia necesaria al sistema de transporte
(Koster, 2001).

Se pueden definir tres tipos de transportadores de hierro ABC:
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A) Transportador es de sider 6for os, grupo hemo y vitamina B12

Estédn muy conservados a lo largo de la evolucién, ya que se encuentran en todas las
bacterias y arqueobacterias, excepto en aguellos patdgenos intracel ulares cuyo metabolismo
esta muy ligado a metabolismo de su hospedador, como en e caso de los micoplasmas, y
en aquellas bacterias que no necesitan hierro, como las bacterias del acido lactico. El paso a
través de la membrana citoplasmética es menos especifico que la translocacion a través de
la membrana externa. EI mejor transportador caracterizado es € sistema fhuBCD de E. coli

que sirve de model o paralafamilia que utiliza sider6foros (K 6ster, 2001).

El transporte de sideréforos y hierro a través de la membrana citoplasmética es
mucho menos especifico que su translocacion a traves de la membrana externa, ya que un
mismo sistema es capaz de transportar a diferentes sustratos relacionados estructuralmente
(Koster, 2001). Aunque no existen evidencias, es posible que en las bacterias Gram
negativas, las proteinas de unidn a sustrato interaccionen directamente con los receptores

de membrana externa, facilitando asi laliberacion del ligando (K 6ster, 2001).
B) Transportedel ion férrico

El primer transportador de este tipo caracterizado, independiente de sideréforos, fue
el sistema Sfu de S. marcescens (Angerer et .,al 1990). Posteriormente, se han definido
sistemas similares en N. gonoffhoeae y N. meningitidis habiéndose identificado las
proteinas FbpA, FbpB y FpC (Mietzner, et .,al 1998). Estos transportadores median el paso
deion férrico adquirido de las transferrinas y lactoferrinas, que han sido transportadas hasta
el periplasma, gracias a un receptor que depende del sistema TonB (Schryvers y
Stojiljkovic, 1999; Vasil y Ochsner, 1999).

C) Trangportadores de metales. Es € grupo de transportadores del tipo ABC que
se ha descubierto mas recientemente. Las proteinas de union de este tipo de transportador
fueron originalmente descritas como adhesinas y no requieren necesariamente receptores de
la membrana externa o sideréforos. No todos los transportadores de este tipo estan
vinculados al trasporte de hierro, sino que algunos de ellos presentan especificidad para
otros iones metdlicos como €l zinc o e manganeso, que difunden libremente a través de la

mambrana externa (K éster, 2001).
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Figura 4. Representacion de los distintos mecanismos de captacién de hierro (esquema
modificado de Retldge y Dover, 2000 y Jacquesy Mikael, 2002).

1.4.3.1. Almacenamiento dehierro en € interior delas bacterias

Unavez dentro del citoplasma, €l hierro tiene distintos destinos. Un 5% forma parte
de los citocromos, un 10% se encuentra en las proteinas de hierro y azufre, un 10% esta
secuestrado por las bacterioferritinas y hasta un 40% esta unido a carbohidratos acidos en
formade Fe'™" (Clarke et al., 2001).

La homeostasis del hierro en las bacterias se mantiene gracias a un flujo de este
elemento desde | as proteinas de almacenamiento a citoplasmay viceversa. Las principales
proteinas de almacenamiento son las ferritinas (Raltledge y Dover, 2000), que cumplen una
doble funcion, ya que por un lado son un amacén de hierro y por otro previenen de la

toxicidad que puede acarrear niveles altos de éste y del dafio por estrés oxidativo.

La sintesis de ferritina en E. coli esté activada por la proteina Fur (Bereswill et al.,
2000), que de este modo controla no solo la incorporaciéon del hierro del medio, sino

también su amacenamiento dentro de las células (Bereswill et al., 2000).
1.4.3.2. Antigenicidad delas estructurasreceptorasde hierro

Los antigenos que se expresan in vivo desempefian un papel esencial en la
proteccion heteréloga. Algunos autores consideran que la expresion de estos antigenos esta
inducida por la baja concentracion de hierro en el hospedador; de este modo, las proteinas
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de membrana externa inducidas por la falta de hierro conferirian proteccion (Choi-Kim et
al., 1991).

Por otra parte, las proteinas receptoras de transferring, lactoferrina, hemoglobina y
hemina presentan una serie de caracteristicas que las hacen buenas candidatas en la
produccion de vacunas. Entre ellas, se pueden citar su exposicion en la membrana externa,
un aumento de su sintesis durante el proceso infeccioso y que su neutralizacion por parte de
los anticuerpos puede bloquear la captacion de hierro, inhibiendo asi € crecimiento de la
bacteria dentro del hospedador.

Se ha descrito, € efecto protector de las proteinas receptoras de hierro frente a
enfermedades que cursan con lesiones hemorragicas como la pleuroneumonia porcina
(Rossi Campos et al., 1992; Danve et al., 1993; Lissolo et al., 1995), lo que ha incentivado
su incorporacién a bacterinas obtenidas a partir de microorganismos cultivados en
condiciones de privacion de hierro y por otro su purificacion de vacunas conjugadas.

Bacteriasinactivadas

Los diferentes estudios se basan en la inoculacion de bacterias cultivadas en
condiciones de privacion de hierro o bien en la administracion de extractos de cultivos
obtenidos en condiciones de privacion de hierro. Se ha descrito que los extractos de M.
haemolytica, obtenidos por sonicacién o por tratamiento con agentes quimicos como €l
formol, cultivada en presencia del quelante de iones 2,2 -dipiridil (DP), inducen una buena

proteccion frente alainfeccion producida por este microorganismo (Gilmour et al., 1991).

Sin embargo, también se han publicado resultados, por gemplo en € caso de
bacterinas de P. multocida cultivadas en condiciones de privacion de hierro, que no inducen
inmunidad en pollos y pavos ni aln después de la inoculacion de dos dosis (Wilson et al.,
1993) y contrariamente, los extractos de membrana externa de P. multocida cultivadas en
presencia de DP s que inducen proteccion heterdloga frente a esta especie bacteriana
(Ruffolo et al., 1998).

A pesar de los buenos resultados obtenidos, estas aproximaciones presentan algunas
limitaciones, como e elevado coste econdmico, las complicaciones que supone optimizar
cultivos masivos en presencia de agentes quelantes (adaptacién, menor rendimiento del
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tanque de fermentacion, etc.) y las alteraciones que se pueden producir en la estructura de

los antigenos durante el proceso de obtencidn de los extractos.
Proteinas purificadas

Se han llevado a cabo numerosos estudios basados en la purificacion de receptores
de hierro, ya sea directamente a partir de cultivos del patégeno, o mediante la clonacién del

gen correspondiente y su posterior purificacion tras su expresion de E. coli.

Asi, se ha publicado que lainoculacién en cerdos con dos dosis, de 25 ng cada una,
de un receptor de transferrina de A. pleuropneumoniae, induce una buena respuesta
humoral y confiere proteccién frente a un enfrentamiento homélogo (Rossi-Campos et al.,
1992). Ademas, los trabajos realizados con los receptores de transferrina (Tbps) de N.
meningitidis han demostrado que € antisuero especifico obtenido contra las Tbps de este
microorganismo confiere proteccion pasiva en ratones. Este antisuero presenta actividad
protectora no sdlo frente a su cepa parental sino también frente a otras cepas. De la misma
forma, la inoculacion de Thps purificadas en ratones incrementa su supervivencia frente a

unainfeccion con dicha bacteria (Danve et al., 1993).

En la misma linea, los anticuerpos contra la proteina Tbp2 de N. meningitidis
inhiben la captacion de transferrina, disminuyendo € crecimiento de la cepa cuando crece
con transferrina como Unica fuente de hierro, ademas de presentar capacidad protectora
frente a su cepa parental (Lissolo et al., 1995). Se ha determinado también que & extremo
N-terminal de la proteina TbpB de N. meningitidis es suficiente para inducir la produccion
de anticuerpos neutralizantes que reconocen el receptor ThpB de distintos serotipos (Rokbi
et al, 1997).

Aungue las dos proteinas que forman el receptor de transferrina son capaces, por
separado, de inducir cierto grado de proteccion, parece que la ThpB es la més eficaz. A
pesar de que la proteina TbpA de N. meningitidis induce una mejor proteccion heterdloga
gue la TbpB, los anticuerpos generados contra la ThpB presentan una mayor actividad
protectora que los obtenidos contra la ThpA (West et al., 2001). De la misma manera, €
antisuero anti-ThpA de M. catarrhalis no muestra actividad bacteriana, mientras que si que

la presenta el antisuero anti-ThpB (Myerset al., 1998).

35



Introduccion

Se han publicado también investigaciones con otros tipos de receptores de hierro.
Asi, en M. catarrhalis, las proteinas ThpB y LbpB son inmundgenas, mientras que no lo
son la ThpA ni la LbpA (Yu et al., 1999). Ademas, |la proteina Fbp de N. meningitidis
induce la produccion de anticuerpos que reaccionan con distintas cepas de esta especie,
aunque éstos no bloguean la incorporacion de hierro ni activan € sistema del complemento
frente a meningococos (Gémez et al., 1996).

Los datos sobre la posible utilizacién de receptores de hemoglobina como
inmundgenos son escasos. Solo estd descrito que la inhibicién de la captacion de
hemoglobina por anticuerpos contra la proteina Kgp de P. gingivalis induce proteccion en
ratones (Kiboniwaet al., 2001).

Esta segunda estrategia no presenta las limitaciones descritas en el apartado anterior
y, por otro lado, € uso de sistemas de expresion permite que se puedan obtener cantidades
suficientes de proteinas con fines vacunales. Sin embargo, también existen algunos
inconvenientes, como los posibles cambios estructurales que pueden producirse en las
proteinas seleccionadas, debido a la expresion de estos antigenos en un microorganiSmo

distinto, lo que podria alterar sus propiedades inmundgenas.
1.4.4. Control dela expresion delos genesimplicados en la captacion de hierro

Tipicamente, las bacterias regulan su metabolismo del hierro en respuesta a la
disponibilidad del recurso. En E. coli y en otras bacterias esta regulacion es a nivel
transcripcional y se encuentra controlada por la proteina Fur (Ferric Uptake Regulator) que
es capaz de regular a gran cantidad de genes (Hantke, 2001; Hantke y Braun, 2000).

1.4.4.1. M ecanismo de accion

La proteina Fur es un homodimero formado por dos subunidades de 17 kDa. En
presencia de hierro, la proteina Fur unida a €él, actla como represor de la transcripcion,
uniéndose a los promotores de los genes que regula. Por e contrario, en ausencia del hierro,
la forma apo-Fur no puede unirse alos promotores y se producen altos niveles de expresion
de los genes que se encuentran bajo su control (figura5). los resultados in vitro indican que
la proteina Fur puede ser activada por Mn2+, Fe2+, Co2+, Cu2+, Zn2+ y Cd2+ pero in vivo
sblo por Mn2+, Fe2+ y Co2+ (Bagg y Nelands, 1987, Ochsner et al., 1995).
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Probablemente estos cationes divalentes se uniran en el mismo lugar que el cofactor Fe2+.

L as constantes de afinidad varian de 10 a 100uM, dependiendo de la bibliografia.

ALTA CONCENTRACION BAJA CONCENTRACION
DE HIERRO DE HIERRO

apo-Fur

NO transcripcion \/
Fur I———b

Figura 5. Mecanismo de accion de la proteina Fur. A atas concentraciones, €l hierro se une ala
proteina Fur y €l complejo Fur-Fe ala caja Fur, reprimiendo asi los genes que se encuentran bajo
su control. Por lo contrario, a bajas concentraciones, la forma apo-Fur no puede unirse al DNA y

se transcriben los genes que estan bajo su control (esquema modificado de Andrews et al., 2003).

Cada subunidad de la proteina Fur esta formada por un dominio N-terminal, que se
uniraa DNA entre los lugares -35 y -10 de los promotores de |os genes regulados por Fur,
y e dominio C-terminal, rico en histidinas, relacionado con la union a cofactor (i6n
ferroso) y con la dimerizacion (Coy y Neilands, 1991; Stojiljkovic y Hantke, 1995).
Cuando se une e metal a la proteina Fur, ésta sufre un cambio conformaciona que
permitira la union de su dominio N-terminal a DNA. Ademés, se ha descrito que la
proteina Fur es una metaloproteina de zinc, ya que contiene un lugar de zinc esencia para
su actividad (Jacquamet et al., 1998).

Asimismo, se han estudiado los lugares especificos de union a metales usando
diferentes métodos espectroscopicos (Adrait et al., 1999; Althaus et al., 1999; Jacquamet et
al., 1998). La region relacionada con e reconocimiento del DNA se ha determinado
mediante espectrometria de masa MALDI _TOF (Tiss et al., 2005). Es la primera
identificacion de un residuo aminoacidico involucrado directamente en lainteraccion DNA-
Fur. La secuencia aminoacidica que podria ser |a responsable del reconocimiento del DNA
es TXY (donde X es V o 1) y ha sido identificada en la proteina Fur de E. coli, P.

37



Introduccion

aeruginosa y B. subtilis, en la proteina Zur de B. subtilisy E. coli y en PerR de B. subtilis.
Esta informacion sugiere un modelo conformaciona de unién de la proteina Fur a DNA

que podria ser semejante ala union de otras proteinas tipo Fur como son Zur y PerR.

Se han descrito proteinas Fur-like en muchas bacterias, tanto Gram positivas como
Gram negativas, |0 que sugiere gue este mecanismo de regulacion esta muy generalizado en
el mundo bacteriano. Ademés, la proteina Fur de E. coli reconoce las cgjas Fur de otros
microorganismos, incluso de Gram positivos, por |0 que esta secuencia parece estar muy

conservada en la escala evol utiva de | as bacterias (Escolar et al., 1999).

La proteina Fur estd compuesta por dos dominios. EI dominio amino terminal
contiene sitios de union de DNA helix-turn-helix, mientras que e dominio carboxi-
terminal posee dos lugares de unién de metales, uno para € Fe™ y otro parae zZn™"y

resultaimportante parala dimerizacion (Hantke, 2001).

La regulacién de la expresion del gen fur es muy compleja. Por un lado, la proteina
Fur es autorregulable, pero ademas presenta un lugar de unién para la proteina CAP
(receptor por catabolito), con lo que se liga su expresion al metabolismo general de la
bacteria y ademas se encuentra regulado también por la respuesta a estrés oxidativo
(Hantke, 2001). Sorprendentemente, en Campylobacter jejuni, el gen fur se expresa a partir
de dos promotores, cuya expresion no esta regulada por hierro (Van Vliet et al., 2000).

1.4.4.2. LacajaFur

Se ha descrito que la union del complgo Fur-Fe2+ a DNA tiene lugar en una
secuencia palindromica denominada caja Fur, presente en los promotores de los genes
regulado por esta proteina entre los lugares -35 y -10 cuya secuencia era
GATAATGATAATCATTATC (Lorenzo et al., 1988).

Diferentes estudios, en los que se clond esta secuencia frente a los genes no
pertenecientes a reguldn Fur, demostraron que su presencia daba lugar a que dichos genes
pasaran a estar regulados por la proteina Fur (Stojiljkovic et al., 1994). Asi que, basandose
en € patron de interaccion entre Fur y DNA, se ha establecido la cga Fur como una
repeticion de como minimo tres copias del hexdmero NATA/TAT en unau otra orientacion
(Escolar et al., 1999). Posteriormente, se ha vuelto a revisar este concepto y, basandose en
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estudios comparativos de las distintas regiones de DNA alas que se une la proteina Fur de

Bacillus subtilis, se ha propuesto que la cgja Fur esta formada por dos secuencias

superpuestas de heptameros repetidos e invertidos (Baichoo y Helmann, 2002). En €

cuadro 3, se comparan las distintas interpretaciones de la caja Fur.

Estructura palindrémica GATAATGATAATCATTATC
CTATTACTATTAGTAATAG
Repeticion de hexameros GATAATGATAATCATTATC
CTATTACTATTACTAATA
Superposicion de heptameros tGATAATGATAATCATTATCa
ACTATTACTATTAGTAATAGH

Cuadro 3. Esquema de las distintas interpretaciones descritas acercade lacaja Fur.
1.4.4.3. Regulacion y funciones

Inicialmente se creia que la proteina Fur unicamente regulaba genes implicados en

la captacion de hierro, pero posteriormente se ha observado que también regulala expresion

de otros genes, por lo cua hoy en dia se acepta que es un regulador general, pleotrépico,

gue estaimplicado en laregulacion de las siguientes funciones:

Captacion de hierro.
Almacengje del hierro en E. coli (Andrews, 1998).
Produccién de algunas toxinas y factores de patogenicidad; Colicinas, o-
hemolisinas, y pectato liasas (Calderwood y Mekalanos, 1987; Pooley
Braun, 1988; Ochsner et al., 1995; Hirono et al., 1997).
Metabolismo general; Regulacién de las biosintesis de purinas
(Stojiljkovic et al., 1994), Reemplazamiento de laferrodixina por la
flavoroxina (Ghassemian and Straus, 1996).
Motilidad bacteriana (Stojiljkovic et al., 1994).
Proteccion contra el estrés mediante laregulacién de las defensas contra
el estrésoxidativo y larespuestaal estrés acido (Foster y Hall, 1992).
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Aparte del mecanismo de regulacién anteriormente mencionado, se sabe que € gen
pfr que codifica la ferritina de Helicobacter pylori, puede ser regulado a través de una
interaccion directa con la proteina Fur (Delany et al., 2001). Su expresion es reprimida por

laformano activa de la proteina Fur (apo-Fur) que se une a DNA bloqueando la expresion.

Ademas, se ha observado que, en algunos casos, la proteina Fur actia como un
regulador positivo (Niederhoffer et al., 1990; Tsolis et al., 1995; Gruer y Guest, 1994). Los
genes regulados de este modo no contienen la caja Fur en sus regiones 5 y no esta muy
claro cud es e mecanismo de dicha regulacion. En E. coli, € gen mas estudiado que
también se induce de este modo es sodB, habiéndose demostrado que su induccion necesita
un elemento en cis consistente en un palindromo en la region +1 y una region adyacente
ricaen AT. Parece se que este tipo de regulacion se produce a nivel post-transcripcional, a

menos parcia mente (Dubrac y Touati, 2000).
1.4.4.4. Mutantes Fur

La gran variedad de genes controlados por |a proteina Fur sugiere que un defecto de
esta proteina podria tener consecuencias graves para las células bacterianas. Ademas, se ha
demostrado que la proteina Fur eta implicada en la virulencia, regulando factores asociados
aella(Cooksley et al., 2003; Litwin y calderwood, 1993).

Un ¢gemplo bien conocido, son los mutantes Fur de Actinobacillus
pleuropneumoniae, los cuales presentan una expresion constitutiva de las proteinas de
union atransferring, deficiencias de crecimiento in vitro, y reduccion de su virulencia en un
modelo animal (Jacobsen et al., 2005). Asimismo, mutantes Fur de E. coli (Touati et al.,
1995) son variables pero tienen deficiencias en su crecimiento en aerobiosis y presentan
evidencias de dafio en e DNA. Se sabe que aumenta la tasa de mutagénesis espontanea en
presencia de oxigeno y que no pueden sobrevivir si se han eliminado los sistemas de
recombinacion (recA o recB), ademés de presentar un aumento de su sensibilidad a
peréxido de hidrogeno. También se ha obtenido mutantes Fur de S enterica serovariedad
Typhymurium (Foster y Hall, 1992) y de Pasteurella multocida (Bosch et al., 2001).

Por e contrario, los intentos para obtener mutantes fur no han dado fruto en P.
aeruginosa ni en Vibrio anguillarum y tampoco se ha podido eliminar copias salvges del
gen fur en Rhizobium leguminosarumy en Synechococcus 7942, por lo cual parece que este
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gen tendria un papel esencial en estas bacterias (Ghassemian y Stratus, 1996; de Lucaet al.,
1998).

Los mutantes Fur presentan una expresion constitutiva de los genes implicados en la
captacion de hierro, no pueden crecer usando glicerol, succinato o fumarato como fuentes
de carbono, y resultan mas sensibles a estrés acido que las cepas salvajes (Escolar et al.,
1999).

1.4.4.5. Otros regulador es

El tipo de regulacion llevado a cabo por la proteina Fur puede ser aplicado a otros
represores dependientes de metales. En esta linea, cabe destacar a la proteina PerR de B.
subtilis (Bsat et al., 1998) y ala proteinalrr de Bradyrhizobium japonicum (Hamza et al .,
1998).

La proteina PerR regula la expresion de las proteinas implicadas en la respuesta a
estrés oxidativo en combinacion con manganeso y hierro. Por otro lado, la proteina Irr
controlalabiosintesis de hemo, cuyo producto participa en la ruta de biosintesis de hemina,
y coordina este mecanismo con la homeostasis del hierro. A diferenciade la proteina Fur, la
proteinalrr es activaen carencia del hierro (Hamzaet al., 1998).

1.5. M ecanismos relacionados con la susceptibilidad o resistencia a la infeccién

y alas enfermedades

Se ha definido la resistencia natural alainfeccion como la resultante de los efectos
protectores combinados de barreras anatomicas y celulares, de mecanismos quimicos
efectores y de otros sistemas de distinta naturaleza, modificados y modulados por las
condiciones particulares del individuo, desde e punto de vista nutricional, hormona y
genético; indirectamente, la resistencia natural supone la falta de susceptibilidad, es decir,

que cuando no existe resistencia natural, se habla de susceptibilidad.

En la préctica, es preciso diferenciar, sin embargo, entre la susceptibilidad de un
hospedador a una infeccién y la susceptibilidad a la enfermedad, y ambas varian de forma
independiente. En relacion con ello, y desde el punto de vista de los microorganismos,

infecciosidad (infectividad) o transmisibilidad no son lo mismo que patogenicidad.
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Latransmisibilidad depende de numerosos factores, como la extension y difusion de
los microorganismos a partir de los individuos infectados y/o enfermos, de su estabilidad
(supervivencia y capacidad de multiplicacion) en € medio ambiente y de la capacidad y
facilidad para establecer 1a infeccion en nuevos hospedadores, etc., con la particularidad de
gue cada uno de estos aspectos son enormemente variables y dependen, a su vez, de la
virulencia del microorganismo, de laviade infeccion, de ladosisy de otros factores.

La patogenicidad de un microorganismo se identifica con su virulencia, aunque ésta
€es en términos estrictos unamedida de la primera.

La virulencia se suele utilizar como sinénimo de infectividad o transmisibilidad,
aunque, virulencia 'y patogenicidad refieren de forma conjunta la capacidad de causar dafio
y enfermedad, representando la primera una condicion especifica de cepa, dependiente de
una serie de atributos, denominados factores de virulencia, relacionados con el hospedador

a que producen dafio, o del que le permiten “escapar” a sus defensas.
Factor es genéticos de la susceptibilidad, dependientes del hospedador

Es sabido que diferentes especies animales reaccionan de distinto modo frente a un
microorganismo patdgeno y gue, dentro de cada una, sus razas o hacen también y ain
dentro de éellas, cada individuo lo hace de forma diferente. En algunas enfermedades se ha
definido ya un cierto mecanismo genético que se asocia a la susceptibilidad (Rodriguez
Ferri, 2002).

El MHC (Complgo principal de histocompatibilidad) es, probablemente la
agrupacion de genes més polimorfica del genoma de los animales. Aunque e MHC
desempefia un papel central en la defensa, otros muchos factores son también importantes
y pueden ser genéticamente polimdrficos, como sucede con e TNF (factor de necrosis

tumoral).

La susceptibilidad a muchas infecciones viricas depende de la presencia de
receptores especificos para virus en la superficie de las células hospedadoras, los cuaes
estan determinados genéticamente. Las reacciones inmunes mediados por sus receptores
son criticas en la patogénesis y control de una amplia variedad de infecciones causadas por

bacterias, hongos, virusy protozoos.
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Una aimentacion insuficiente y desequilibrada, aumenta la susceptibilidad a las
enfermedades infecciosas y parasitarias, interfiriendo en los mecanismos que actlan como
barreras defensivas frene a los patdégenos. En teoria, estdn afectados todos los procesos
corporalesy las barreras fisicas que protegen de lainvasién microbiana.

Otros factores relacionados con la susceptibilidad a las infecciones son los
factores quimicos inespecificos, que constituyen poderosos instrumentos de prevencion de
lainfeccion y, por tanto, condicionantes de la susceptibilidad o resistencia a ella (Rodriguez
Ferri, 2002). Se cuentan distintos compuestos como enzimas, proteinas, péptidos, acidos
grasos libres, e complemento sérico, etc., todos los cuales actian tanto local como
sistémicamente y complementan la accién de otros sistemas. Las moléculas fijadoras de
hierro (receptores) representan también un importante condicionante de la susceptibilidad
0 resistencia, como hemos sefiadado anteriormente, pues € nivel de hierro en tgidos y
liquidos es un factor limitante parala supervivenciay crecimiento microbiano.

La fagocitosis supone la ingestion y destruccion de los microorganismos, llevada a
cabo por células especializadas denominadas fagocitos, principalmente PMN (neutréfilos) y
macréfagos. Unos y otros reconocen a los microorganismos mediante distintos receptores
que estimulan su migracion al sitio de infeccion y promueven lafagocitosis. A través de los
receptores reconocen péptidos cortos que contienen residuos de N-formilmetionil, 1o que
supone en la préctica, la capacidad para reconocer cualquier tipo de proteina bacterianay la
actividad microbicida mediada por € proceso denominado estalido respiratorio, que
consiste en la capacidad de convertir el oxigeno molecular en una serie de compuestos o
metabolitos de oxigeno, entre ellos € anién superdxido (O2) y e perdxido de hidrégeno
(H202), potentes microbi cidas capaces de dafiar mol éculas orgénicas.

1.6. Respuestainmunefrentea A. pleuropneumoniae

El sistema inmune defiende a hospedador frente a la infeccién, y se compone de
diversas células, érganosy tgidos. Las células del sistema inmune se originan en lamédula

Osea y luego migran alostejidos circulando por lasangrey e sistemal linfético.

La respuesta inmune, puede dividirse en dos tipos: La inmunidad innata, un
mecanismo de defensa inespecifico que se activa de forma inmediata o en €l plazo de unas
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pocas horas, tras la exposicion a agente patdgeno, que se considera la primera linea de
defensa y utiliza principamente macrofagos y polimorfonucleares neutrofilos (fagocitos).
Otra de las barreras importantes en lainmunidad innata son las proteinas de fase aguda, que
son sintetizadas rpidamente en €l higado. La respuestainmune especifica o adaptativa es
inducible y requiere la presencia de una serie de células que reaccionan especificamente
con € antigeno inductor (los linfocitos), adecuadamente presentados por monocitos o
células dendriticas. La memoria es una de las caracteristicas principales de la respuesta,
inmune especifica. Los linfocitos reconocen y eliminan microorganismos patdgenos o las
células infectadas por estos por medio de proteinas denominadas anticuerpos, producidos y
liberados por linfocitos B (respuesta humoral) o mediante mediadores de accion citocida
producidos por los linfocitos T (respuesta celular); unosy otros se basan en la existencia de
receptores especificos frente a antigeno. La inmunidad adquirida posee dos componentes
principales: uno pasivo, que consiste en latransferencia de inmunoglobulinas de lamadre a
feto y al recién nacido, a través del calostro, y otro activo en el que participan las células B
yT.

En A. pleuropneumoniae la respuesta humoral resulta fundamental, habiéndose
demostrado correlacion entre ellay e grado de proteccion frente alainfeccion. El perfil de
la respuesta inmune humoral de los animales infectados por A. pleuropneumoniae presenta
respuestas de inmunoglobulinas claramente definidas frente ala cépsula, €l LPS (sobre todo
el antigeno O), diversas OMPs y frente a las toxinas Apx. Se ha comprobado, ademas, la
existencia de inmunidad pasiva mediante antisueros de convalecientes y por via materna
(Bossé et al., 1992; Oishi et al., 1993; Chiers et al., 2002). Los anticuerpos transferidos a
través del calostro llegan a persistir hasta 9 semanas, aungue a partir de las 3 semanas de
vida sus niveles disminuyen por debagjo del umbral minimo de proteccién (Nicolet, 1992),
hecho que concordaria con la deteccion, por PCR, del antigeno de A. pleuropneumoniae a
partir de las 4 semanas de vida, cuando esta técnica se aplica en explotaciones con
infecciones endémicas (Chiers et al., 2002).

El microorganismo penetra por |as vias respiratorias superiores, pudiendo colonizar
en primer lugar las tonsilas. Debido a que las mucosas son la primera via de contacto con €
microorganismo, €l papel de las IgA en esta etapa inicial es importante. La presencia de
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estas inmunoglobulinas en los fluidos nasales y broncoalveolares resulta basica para la
opsonizacion y neutralizacion de la bacteria, antes de que ésta pueda alcanzar las vias
respiratorias inferiores (Loftager y Eriksen, 1993). A las IgA les suceden las I1gG,
detectables en suero en estados méas avanzados de lainfeccidn. Tras haber penetrado en las
vias respiratorias, las bacterias se adhieren a la mucosa por accién combinada de las
fimbrias, cdpsulay LPS. Una vez en € pulmon, se adhieren a los macréfagos y producen
las exotoxinas, que son toxicas para los macrofagos, células endoteliales y epiteliales. La
accion combinada de las exotoxinas y la proteccion conferida por la capsula permite a A.

pleuropneumoniae eludir la barreraleucocitaria.

Ademas del papel desempefiado por los anticuerpos, la infeccion provoca la
secrecion de numerosas citoquinas pro-inflamatorias, especiamente IL-1 e IL-8, que
podrian ser importantes en la respuesta local en los avéolos pulmonares. Aparecen a cabo
de 2 horas después de iniciarse la infeccion y provocan la infiltracion de neutréfilos y
macrofagos, 1o que puede contribuir a la formacion de lesiones en e pulmon (Baarsch et
al., 1995). Como respuesta al estimulo de las endotoxinas se secretan también IL-1y TNF-

a, factores que generan hipertension, fiebre y eventualmente contribuyen al schock séptico.
1.6.1. Respuesta innata. Fagocitosis, complemento y proteinas de la fase aguda

Dentro de los mecanismos de defensa innata, se incluyen lafagocitosis, mediada por
macréfagos y neutrofilos, ademés, muestran también los receptores de patrones de
reconocimiento (PRR), que se unen a los patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs), como e receptor Toll-like 4 de reconocimiento de LPS y el sistema del
complemento (activacion por las vias clésica, aternativay la via de las lectinas). También,
las citoquinas (TNF-a), los mediadores humorales (anticuerpos naturales) y las protdhas de
fase aguda (proteina C reactiva), contribuyen igualmente a la respuesta tempranainnata ala

infeccion.

En el aparato respiratorio, en particular, una primera barrera fisica frente a la
infeccion esta representada por e propio epitelio, recubierto de cilios y mucus, capaces de
retener y expulsar al exterior aerosoles que contengan microorganismos potencial mente

patdgenos.
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Una segunda barrera esta representada por |0s macréfagos aveolares y otras células
fagociticas de la sangre, como monocitos y neutrofilos. Los fagocitos del sistema reticul o-
endotelial se activan rapidamente a través de sus receptores de patrones de reconocimiento,
después de interaccionar con |os patrones moleculares asociados a patdgenos, que sirven de

puente de comunicacion entre el sistemainmune innato y adaptativo.

La exposicion natural del hospedador a los microorganismos comensales con 10s
que convive, desencadena respuestas de tipo humoral representadas por los anticuerpos
naturales, los cuales pueden reconocer epitopos compartidos con otros microorgani Smos
patdgenos, actuando como una barrera complementaria de la primera linea de defensa

frente alainfeccion.

Macr6fagos. Constituyen el sistema fagocitico mononuclear (SFM) y todos €ellos
poseen una morfologia similar y funcion y origen comunes. Poseen un Unico nucleo
redondo y fagocitan con rapidez y repetidamente. Ademas, procesan y presentan antigenos,
liberan mediadores solubles que amplifican la respuesta inmune, controlan la inflamacion,
contribuyen a la reparacion del dafio tisular y asisten en € proceso de restauracion. Estan
distribuidos por todo e organismo, en la sangre (inmaduros) reciben e nombre de
monocitos y constituyen cerca de 5% de la poblacion leucocitaria sanguinea total. En €
tgjido conectivo constituyen los histiocitos, células de Kupffer en € higado, microglia en el

cerebro o macroéfagos alveolares en el pulmon, etc. Todos forman parte del SFM.

En el foco de infeccion los macrofagos son atraidos por |os productos bacterianos y
por los productos de reacciones inmunes, como € C5ay algunas citoquinas, asi como por
otros factores liberados por las células en las que se ha producido dafio (fragmentos de
colageno, eastinay fibrindgeno). Algunos productos liberados por los neutréfilos, como la
elastasa y colagenasa, son factores quimiotacticos para monocitos. Los macréfagos
destruyen e antigeno a través de mecanismos oxidativos y no oxidativos. El estallido
respiratorio es menos intenso que en e caso de los neutréfilos y en lugar de
mieloperoxidasa contiene catalasa. También pueden producir Oxido nitrico y otros

metabolitos reactivos del nitrégeno.
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Neutr 6filos

Los polimorfonucleares neutréfilos (PMNS), se caracterizan morfol 6gicamente por
un nucleo excéntrico multilobulado (dos o tres 16bulos), con la cromatina densa'y agrupada,
y por la presencia de un gran citoplasma palido en e que se distinguen granulos que varian
desde el gris al rosa palido. Los granulos son de forma redonda u ovalada, y variables de

tamario.

Entre las principales funciones de los neutrofilos se encuentran la fagocitosis y la
actividad microbicida mediada por €l estallido respiratorio, que consiste en la capacidad de
convertir el oxigeno molecular en una serie de compuestos 0 metabolitos de oxigeno
(ROS), entre los que més figuran el anién superéxido (O%) y el peréxido de hidrégeno

(H205), potentes microbicidas capaces de dafiar mol éculas organicas.

Otra de las funciones de los PMNs estriba en la mediacion de la respuesta
inflamatoria aguda. A partir del pronefros, los neutrofilos atraviesan 1os vasos y migran a
los lugares de inflamacion, en respuesta a estimulos quimiocinéticos, o que provoca una

deplecion que se utiliza como marcador de infeccion.
El sistema del complemento

El sistema del complemento es uno de los sistemas efectores mas eficaces de la
defensa inmune frente a los microorganismos. Su activacion, en cascada, se produce a
través de la generacion de enzimas complgas. Tal y como es de esperar en sistemas de
activacion de este tipo, la regulacion de estos procesos es muy estricta, |0 que restringe
dicha activacién a los focos donde se inicié e impide € dafio tisular que se podria generar.
De las més de 30 proteinas distintas del complemento reconocidas hasta la fecha, el tercer
componente del complemento, C3, es probablemente la mas versétil con mdaltiples

funciones.

En la activacién del complemento se ponen en marcha una serie de reacciones
consecutivas en cascada, de tal forma que a partir de cada una de ellas se genera un
producto activo que ademas de permitir que la reaccion consecutiva prosiga, puede
desempefiar diferentes acciones biol6gicas importantes en la defensa del organismo. Esta
activacion tiene lugar a través de dos vias tradicionales: la clédsica y la aternativa estando
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ambas interconectadas, de tal modo que confluyen en la generacion de las enzimas
multimol ecul ares responsables de la activacion del tercer componente, el C3, denominadas
convertasas del C3. La composicion molecular de las convertasas del C3 de las dos vias es
distinta, pero las proteinas que las integran son, homologas. Esta confluencia lleva a la
etapa final de activacion de los componentes del sistema del complemento, la fase de
ataque y a la generacién de las lesiones de membrana (complgjo C5 y C9) que producen

poros en lamembrana celular que causan unalisis celular o bacteriana.

L os mecanismos de activacion incluyen 3 posibles comienzos. El primero de ellos, a
través de una enzima activa, responde a hecho de que algunas enzimas que normalmente
requieren ser activadas proteoliticamente, pueden adquirir actividad enzimatica ain como

precursores. A este tipo corresponde la via clasica.

El segundo, mecanismo, denominado de relanti, responde a una activacion, sin
efectos visibles, pero que puede dispararse en determinadas circunstancias, aqui es donde
se encuadra la via alternativa. En € 3°, la presencia de enzimas exdgenas al sistema del
complemento, que pueden emular su accion, inician la activacion; tal sucede cuando €

sistema del complemento se activa, al activarse la cascada de coagulacion.

Via clasica: A su actuacion se deben las primeras actividades descritas del sistema
del complemento. Salvo excepciones, su activacion requiere la presencia de anticuerpos,
formando parte de los complejos inmunes formados por I1gG o IgM, cuyo gemplo méas
caracteristico es €l de los eritrocitos de carnero sensibilizados con anticuerpos especificos,
asi como por agunos virus, lipopolisacaridos y porinas de algunas bacterias Gram
negativas, polianiones o la proteina C-reactiva

El primer paso de la activacion consiste en la union de la proteina C1 a activador,
haciéndolo a través de |as cabezas del subcomponente C1q. Estas se unen a dominio CH2
de lalgG o a CH4 de IgM, ambos en la region Fc. Para que la actividad tenga lugar, se
requiere que estén involucradas al menos dos de las cabezas globulares. Tras la union, C1r

se activa, generando C1r, que hidroliza un enlace en C1s, dando como resultado final C1.

L os componentes: C1 es & primer componente del complemento. Es un complgo
multimolecular formado por la asociacion, dependiente de Ca™", de los subcomponentes
Clq, Cir y Cl1s, en la proporcion 1:2:2. Estos subcomponentes constituyen dos entidades
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diferencides. C1q es responsable de la interaccion con inmunocomplejos y activadores y
C1r2-C1s2 es e portador de la actividad enzimética. C1q es una proteina con una estructura
muy peculiar, tomando el aspecto de un ramo de seis tulipanes, cada uno formado por tres
cadenas, A, B y C que tienen estructura colagena en los tallos. C1r2-C1s2 constituyen la
subunidad catalitica de C1: ambos tienen actividad enzimatica del tipo de las serin
proteasas, y estan presentes como zimogenos. C1r es capaz de activarse y activar Cls,

siendo éste &l que activa C4y C2.

El C4 es una glicoproteina sérica que consta de tres cadenas polipeptidicas, o, By v,
unidas por enlaces disulfuro. Codificada dentro del sistema principa de
histocompatibilidad (MHC), en e ser humano presenta dos isotipos C4A y C4B,
codificados por dos genes préximos. Es € primer sustrato de C1 tras su activacion. Aungue
carece de actividad enzimatica, presenta en su cadena o un enlace tioéster interno que tras
la activacion genera un carbonilo atamente reactivo, capaz de formar enlaces covalentes
con superficies aceptoras, inmunocomplejos, membranas celulares, etc. Esta capacidad de

unién coval ente tiene una duracién muy corta.

El C2 es una glicoproteina que consta de una Unica cadena de unos 100 kDa de
peso molecular. Es sustrato de C1, posterior a la activacion de C4. ES una serin proteasa,
homologa a factor B de la via alternativa, estando ambos genes fuertemente ligados dentro
del MHC, y proximos al de C4. Igual que ocurre con € factor B, constituye un tipo de serin
proteasa distinto y méas complejo que la mayoria de |os conocidos.

El C3 es d tercer componente del sistema del complemento y esta formado por dos
cadenas polipetidicasx y B, unidas por un puente disulfuro. Presenta homologias
estructurales con C4, lo que incluye la presencia de un tioéster interno.

La via alternativa se activa por una gran diversidad de estimulos, incluyendo
inmunocompl gos, paredes de bacterias Gram-negativas o de levadura, algunos virus y los

eritrocitos del congjo.

L os componentes. El Factor D, es una serin proteasa, presente en plasma como
enzima activa y exhibe una ata especificidad por € sustrato (factor B). Tiene un peso
molecular de 24 kDa 'y en su secuencia estan incluidas las posiciones caracteristicas de las

serin proteasas.
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El C3 es e elemento en e gque confluyen las dos vias. En la aternativa desempefia
un papel relevante, ya que es parte integrante de la convertasa de C3. El papel del enlace

tioéster es doble en el proceso de activacion.

El Factor B es € segundo integrante de la convertasa de C3. La molécula es
estructuralmente semegjante a C2, formando un nuevo tipo de serin proteasa y constituye €
sustrato del factor D unavez que se ha unido, de formano covalente, a C3b.

Igual que en la via clasica, existen ademas proteinas reguladoras. Muchas de ellas
son comunes en ambas vias, como es e caso del factor I, CRI, DAF y MCP. Existen,
ademds, otras que son exclusivas de esta via. La properdina es un potenciador de la via
alternativa (via alternativa o de la properdina) constituyendo en ocasiones un requisito
imprescindible para una activacion eficaz. En e plasma esta constituida por una mezcla
heterogéna de oligdmeros de mondmero de 53 kDa. Estabiliza las convertasas del C3y la
C5 aumentado su vida media. Esté presente en dos formas, nativa y activada, ésta Ultima
formada por complegjos C3-P. El factor H es un cofactor del factor | en la inactivacion de
C3b, ademas de acelerar la degradacion de las convertasas de C3 y C5 y competir con €
factor B por su unién a C3b. Su unién a C3b se ve afectada por las estructuras presentes en

la superficie ala que ésta se ha unido.

Esta via también puede iniciarse con € aporte, producto de la via clésica, de
moléculas de C3b unidas a la superficie, |o que supone un incremento en la velocidad y
eficacia de la via aternativa. Por otra parte, e C4b puede servir de aceptor parala unién
covaente de C3b, lo que, ademas de generar la convertasa del C5 de laviaclasica, produce
un entorno protector a C3b frente a la accion del factor H, actuando asi como superficie
activadora. El efecto opuesto lo gjerce e C1q, del que se ha comprobado que actia como

inhibidor de laactividad de lavia dternativa

La fase de ataque. Es la fase final de la activacion del sistema del complemento,
teniendo sentido cuando la activacién es sobre células. La activacion del C5, constituye €l
ultimo paso enzimatico de la cascada. A partir de su iniciacion, solo habra interacciones
proteina-proteina y cambios conformacionales, que se caracterizan por ser transiciones
hidrofilicas-anfifilicas, esto es, cambios que generan, a partir de proteinas solubles, formas
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con capacidad de insertarse en las membranas lipidicas, produciendo finalmente lesiones en

la membrana, denominadas MAC (compl e o de ataque ala membrana).

L os componentes. El C5 es una glicoproteina sérica, similar a C4 y C3 y, como
esta Ultima, consta de dos cadenas unidas por puentes disulfuro. Tras su activacion presenta
un sitio de unién metaestable especifico de C6 de una vida media de 2,3 minutos, aunque
en este caso lainteraccion no es covalente, dado que C5 carece ddl enlace tioéster de C3 'y
C4. C6 y C7 son proteinas semegjantes, y sus genes estan fuertemente ligados. Presentan,
ademés, cierto grado de homologia con C8 y C9. El C8 esta formado por tres cadenas
polipeptidicas, de las que o y vy estan unidas por puentes disulfuro y B por fuerzas no
covaentes, estando esta Ultima codificada por un gen diferente. Por dltimo, C9 es la
proteina que forma la estructura cilindrica que atraviesa la membrana lipidica y que
constituye las lesiones propias del MAC. Estructuralmente es homologa a la perforina, la

proteinade células T citotoxicas implicadaen lalisis de las cdlulas diana.

Factor es anticomplementarios: El veneno de cobra

Cada especie de serpiente, produce un veneno unico, con diversos componentes y
cantidades de compuestos toxicos y no toxicos. Es probable que a lo largo del tiempo los
venenos Yy los mecanismos de activacion se hayan desarrollado varias veces, aumentando

asi su ladiversidad quimica.

Los venenos se pueden dividir en varias categorias. La primera de ellas comprende
las cardiotoxinas, que son |os venenos generalizados de la membrana celular, que producen
despolarizacion irreversible de lacélula. Y que son causa de arritmia, hipotension y muerte.
El segundo grupo incluye las toxinas que activan e complemento por la via aternativa
(secuencia C3-C9). Por dltimo se incluyen, toxinas de carécter enzimatico como la
fosfolipasa A (de toxicidad variable), la hialuronidasa (que facilita la dispersion tisular de
otras toxinas), la L - oxidasa y la acetilhidrolasa (que actla sobre la acetilcolina, de

toxicidad desconocida). En la cobra Rey, se encuentran otras enzimas proteoliticas.

51



Introduccion

El raton es tradicionamente, el modelo a que se refieren desde e punto de vista
téxico la potencia y eficacia de los venenos de serpientes. Como ademés a esta especie se
refieren también la capacidad patdgena de las toxinas bacterianas y las toxinas quimicas, se
considera la especie animal de mayor utilidad como elemento de referencia. En € caso
particular del veneno de cobra, dependiendo de |a especie de origen, la capacidad letal en

ratones, se recoge en el cuadro 3.

Veneno de Cobra DosisLetal (DL 50)
Cobra Naja de Filipinas (philippinensis) 0,29 mg/kg.
CobraNagjadelalndia 0,14 mg/kg.
Cobra haje de Nagja (egipcia) 1,75 mg/kg,.
Cobra del Rey 1,73 mg/kg,.
Cobralos nigricollis de Naja (cuello negro) 3,05 mg/kg.

Cuadro 4. Diferentes especies de serpientes y su DL50 (dosis letal 50) en ratones.

La quimica de los venenos de la serpiente es complicada. Estén constituidos por 1o
menos en un 90% por proteina (del peso seco), la mayoria de las cuales son enzimas. A
partir de los venenos de serpientes se han identificado cerca de veinticinco enzimas de las
gue a menos diez, se encuentran en la mayoria de los venenos de cobra. Los tipos mas
comunes incluyen fosfolipasas y hialuronidasas proteoliticas. Las fosfolipasas, varian desde
las débilmente toxicas hasta otras altamente destructivas del tejido muscular y nervioso. La
hialuronidasa disuelven la materia intercelular y facilita la difusion del veneno a través de
los tgjidos de la presa. La colagenasa provoca la degradacion del colageno, un componente
estructural dominante del tejido conectivo. Laribonucleasa, desoxirribonucleasa, nucleasss,
aminoacido-oxidasas, lactato deshidrogenasa y las fosfatasas é&cidas y acalinas,
interrumpen la funcién celular normal, causando € bloqueo del metabolismo de la célula,

shock y lamuerte.
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Ademas de enzimas toxicas, en € veneno de serpiente también se encuentran
polipéptidos, glicoproteinas, y compuestos de bajo peso molecular, aunque su funcién es en

gran parte desconocido.
Capacidad anticomplementaria del veneno de cobra

La presencia de un tercer componente del complemento fue postulada en 1912 por
H. Ritz, quien observo que la adicion de veneno de cobra destruia la actividad bactericida
del suero, que se recobraba cuando se le afadia suero fresco. Como quiera que los
componentes C'1 y C'2 habian sido inactivados por €l calor, Ritz concluy6 que en € suero
debia existir un tercer componente, estable al calor pero sensible a veneno de cobra, al que,
finamente denomind C3. Posteriormente se demostraria que € C'3 también podia ser
eliminado del suero mediante el tratamiento con levaduras. Especia mente potente resulta el
factor anticomplementario (CVF) aislado del veneno de la cobra Kaouthia de Naja,

purificado mediante cromatografia en columna.

Una sola dosis de 0.1 mg/kg de CVF inoculado por via intravenosa a la rata,
produce la caida total de la actividad del complemento durante casi 5 dias. Dosis de 0.02
mg/kg de CVF, reducen la actividad del complemento de ratas en mas del 96.5% en un
tiempo de 6 horas.

Proteinas de fase aguda

Constituyen un conjunto de proteinas sintetizadas en €l higado y secretadas, como
respuesta de lainfeccién, en particular bajo la influencia de citoquinas como IL-1, TNF-a. y
especialmente de IL-6. La respuesta de fase aguda comienza entre 6 y 8 horas después de
iniciarse lareaccion inflamatoria 'y después de lainfeccién y se mantiene llegando a un pico
en sus niveles tras 3 - 6 dias (ordinariamente hasta las 48 horas post-infeccién) (Jain. N.C.,
1989)

En d Cuadro 5, recogen algunos tipos principales de proteinas de fase aguda
producidas por las diferentes especies, de las que la proteina C-reactiva (CRP) es la mas

importante en lamayoria, de ellas.
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) PFA Principales PFA M oderadas
Especie
(Aumentos > de 1000) (Aumentos de 2—3 veces)

Hombre CRP, SAA AGP, Haptoglobina
Bovino Haptoglobina, SAA AGP, a 1- antitipsina
Porcino CRP, pig— MAP Haptoglobina
Equidos SAA CRP, Fibrindgeno

Perro CRP Haptoglobina

Cuadro 5. Proteinas de fase aguda en diferentes especies.

Estas, se unen a linfocitos activados invadiendo microorganismos y produciendo
dafio tisular, lo que origina la activacion del complemento; ademés tienen caracter de
opsonina y se une a los neutrofilos a través de los receptores para e fragmento Fc
induciendo la fagocitosis y eliminacion de los tejidos dafiados y de los microorganismos.
También posee caracter antiinflamatorio, ya que inhibe la produccion de superéxido y la

degradacion de los neutrofilos.

La proteina amiloide del suero A (SSA) es especialmente importante en el ganado
bovino, perros, caballos y en € hombre. ES una proteina inmunosupresora y parece que
posee carécter inmunoregulador, ademas ataca neutréfilos, monocitos y células T. En los
roedores, la principal proteina amiloide es la proteina P (SAP), relacionada con la proteina
C-reactiva y que, igua que €ella, puede unir constituyentes nucleares tales como DNA,
cromatina e histonas. También puede unirse a componente C1q del complemento y

activarlo.

En el cerdo, se ha estudiado in vitro el efecto de las citocinas IL-6, IL-1y TNF - oo
sobre la produccién de HPT, pig MAP y albumina por los hepatocitos. Por 1o que se refiere
alas dos primeras proteinas, solo se observo € efecto de lalL-6, que actiia como inductora,
especialmente a dosis elevadas. Asi, la expresion dd mRNA de la pig MAP en los
hepatocitos se detecta a las 6 horas post-induccion, con niveles maximos a las 24 horas,
momento en e que se pone de manifiesto su presencia en € medio de cultivo, con una
concentracion que va incrementandose y a las 48 horas es e doble de la inicia. Con
respecto ala HPT, alas 24 horas se observa un notable incremento de su expresion en los
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hepatocitos, y su concentracion en e medio es casi dos veces superior, acanzando valores
todavia més altos a las 48 horas. En € caso de la abumina, |as tres citocinas inducen un
descanso en su secrecion, més notable y duradero en e caso d la IL-1 y € TNF-
(Gonzélez-Ramon et al., 2000). El LPS gerce una accién inductora sobre la pig MAP,

similar alaobservada con la|L-6 (Gonzd ez-Ramdn., 2000).

En generd, € desarrollo de la respuesta de la fase aguda esta relacionéda con la
gravedad del proceso inflamatorio y la extension de la enfermedad. La cinética de
induccion es variable entre las distintas proteinas aunque la rapidez y la magnitud del
cambio suelen ir pargjas. La pig MAP presente el incremento relativo més acusado:
aumenta ente 20 y 30 veces para volver a alcanzar valores basales 10 6 15 dias después de
iniciarse € proceso. La HPT aumenta entre 5 y 10 veces y 8 -15 dias después, vuelve a
presentar valores normales. La CRP se incrementa hasta 12 veces y sus valores se
normalizan mas rapidamente que en €l caso de las anteriores. Finamente, el amiloide sérico
presenta un aumento menos notable en los primeros dias y a partir del 5°, comienza a
normalizarse (Heegaard et al., 1998). Respecto de las proteinas de fase aguda negativa, la
apoA-I disminuye de 2 a 3 veces en infecciones bacterianas, los valores minimos se
alcanzan alos 2 0 3 diasy su respuesta puede persistir hasta 13 y 15 dias (Carpintero et al.,
2005).

Las funciones de estas proteinas no estdn muy claras pero se ha descrito € aumento
de la presion osmatica de la sangre, la defensa inmunoldgica del organismo frente a
substancias extrafias, € transporte de substancias liposolubles y la homeostasis. En € caso
de la CRP, se ha sefialado que practica en la activacion del complemento y en lainduccién
de la acumulacion de neutréfilos y macréfagos en las zonas dafiadas. La pig MAP se podria
considerar que pertenece a la familia del inhibidor de proteasas plasmético. Su actividad
podria estar relacionada con la regulacion y modulacion de la migracion y proliferacion
celular (Gonzalez-Ramon et al., 1997; Pifieiro, 1999); también se ha considerado una
proteina antinflamatoria porque inhibe la polimerizacién de la actinay fagocitosis de PMN.
Existe una asociacion estadistica entre el aumento de pig MAP y de HPT, con e aumento
de células rojas en sangre, de la IL-10 en € timo y con la disminucién del hierro libre en
sangre (Segalés et al., 2004).
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1.6.2. Respuesta humor al

La respuesta humoral se caracteriza por la interaccion entre los antigenos que se
encuentran en el espacio extracelular y |os anticuerpos, proceso que se lleva a cabo después
de la cooperacion entre los linfocitos Th y linfocitos B para la activacion y diferenciacion
de éstos ultimos. Sin embargo, la respuesta de tipo humoral puede ser independiente de los
linfocitos Th interaccionando directamente la células B con los antigenos. Una vez
activadas, las células B se convertiran en células productoras de anticuerpos o bien en
células de memoria que permaneceran en €l organismo durante un largo periodo de tiempo.
En este tipo de respuesta, se produce un predominio de la respuesta Th2 y la activacion y

proliferacion de diversas células.

En lainmunidad frente a patégenos, |os anticuerpos pueden actuar por tres vias. Se
puede producir la unién de estos anticuerpos a los patdégenos para prevenir la infeccién de
las células, realizandose asi la neutralizacion del  agente. Por otra parte, este recubrimiento
de los microorganismos por parte de los anticuerpos produce su opsonizacion para ser asi
reconocidos por los receptores Fc especificos de las células fagociticas, incrementandose
considerablemente el proceso de la fagocitosis. Alternativamente, los anticuerpos unidos a
los patdégenos pueden activar las proteinas del sistema de complemento, para incrementar la

opsonizacion y lalisis de algunas bacterias.
1.6.3. Respuesta Celular.

La respuestainmune de tipo celular cubre una importante funcién como mecanismo
inmunologico de defensa, actuando principamente frente a bacterias y virus, asi como

evitando la aparicion y desarrollo de células tumorales.

La respuesta inmune de tipo celular es complegja en sus efectos y acciones finales,
asi como en su iniciacion y desarrollo. En ella participan esencialmente los linfocitos T
colaboradores y citotéxicos. Tal como se ha dicho anteriormente, 10s linfocitos reconocen
el antigeno mediante el receptor T (TcR) y o hacen solo cuando & antigeno es degradado y
procesado en € interior de las células presentadoras de antigeno (APC) y sus determinantes
antigénicos son expuestos en la superficie de estas células en € seno de una molécula del

complgo principa de histocompatibilidad.
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Las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) son una serie de
glicoproteinas presentes en las membranas de todas las células nucleadas, entre las que se
encuentran las células inmunocompetentes. Estas molécul as son esenciamente de dos tipos
o clases, clase | y clase |l y tienen entre otras funciones las de presentar € antigeno a los

linfocitos asi como participar en €l proceso de maduracion de los linfocitos en el timo.

Las células presentadoras de antigeno tienen como mision captar, procesar y
presentar € antigeno a los linfocitos T. El reconocimiento del antigeno por las células T
exige que previamente sea procesado proteoliticamente en e interior de las células
presentadoras de antigeno. Aunque existen excepciones, la separacion de las funciones de
los linfocitos T colaboradores CD4+ y CD8+ viene dada por € origen de los antigenos que
reconocen y, en ultimo término, por donde han sido procesados por via exdgena en €
sistema endosomal de las células presentadoras de antigeno y expresados en superficie por
el producto de los genes MHC de clase 1. Los linfocitos citoliticos CD8+ reconocen a los
antigenos que han sido procesados endogenamente en el citotoxicos de la célulainfectada y
presentados en superficie por moléculas MHC de clase I, mientras que los linfocitos CD4+

interaccionan con el antigeno en el contexto de moléculas de case 1l.

Este fendmeno se conoce como restriccion por el MHC, es decir, que € TcR que
reconoce especificamente el antigeno ha de encontrarlo presentado en e contacto de
moléculas MHC propias. En el proceso de reconocimiento e interaccion de una célula con
otra intervienen, ademas, toda una serie de moléculas llamadas mol écul as accesorias que se
encuentran bien en la superficie de los linfocitos T o en las células presentadoras de
antigeno. Estas moléculas interaccionan entre si 0 con otros ligandos reforzando la union
entre el receptor de las células T y e complggo MHC-péptido e incrementando asi la

adherenciaintercelular y su afinidad.

Cuando tiene lugar el reconocimiento antigenico entre e TcR y la molécula MHC
que porta e antigeno, se desencadena una cascada de reacciones bioquimicas en €
citoplasma de la cdlula T, dando asi lugar al proceso de activacion, proliferacion y
diferenciacion celular. Estos mecanismos implican la participacion de una serie de
sustancias intracitoplasmaéticas, conocidas como segundos mensgeros, que son ciertas
sustancias de carécter lipidico y proteinas que adquieren su carécter funciona al
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fosforilizarse esencialmente en los aminoécidos serina y treonina. Como consecuencia de
estos eventos se predecira finamente la activacion de la transcripcion de los genes
implicados en la sintesis de la proteina y factor implicado en una determinada funcion, tal

como lasintesis de interleucina 2 u otros factores.

La consecuencia final de este tipo de respuesta es la formacion de células Th activas
productoras de inteleucinas y células citotdxicas (CTL) que posen capacidad de lisar a las
células que portan e antigeno que indujo su activacion. Este tipo de respuesta requiere
varios dias para su desarrollo. Ante, por ggemplo, un contagio viral, laaccion del interferon
y delas células NK antecede a delas células CTL.

1.7. Modelos de infeccidon en pleuroneumonia por cina.

Desde los primeros tiempos de la Microbiologia, € uso de animales de laboratorio
ha representado una alternativa muy importante para € estudio experimental de las
enfermedades producidas por microorganismos, con € fin de abordar € conocimiento de
cuestiones relativas a la virulencia, inmunidad, diagnostico o mantenimiento del agente
etiologico, cualquiera que sea su naturaleza (bacterias o virus, por e€emplo).
Proporcionandonos datos muy importantes, cabe aclarar que €l avance en e conocimiento
de las enfermedades, el desarrollo de revolucionarias técnicas quirdrgicas y la puesta en €
mercado de nuevos medicamentos, son hechos que han estado vinculados intimamente a
servicio que prestan este tipo de animales, debido a que sus constantes fisiol bgicas resultan

similares alas del hombre.

Pese a la necesaria restriccion en € uso de animales con fines experimentales, a
fecha de hoy éstos son todavia imprescindibles en los estudios de patogenicidad
microbiana. En cualquier caso, su utilizacion debe llevarse a cabo manteniendo las
condiciones que eviten sufrimientos innecesarios. La utilidad de estos modelos se justifica
en razones como €l bajo coste de adquisicion y mantenimiento, los ciclos de vida cortos, la
posibilidad de disponer de lineas homogeéneas, la susceptibilidad a un gran nimero de
agentes y en ultimo término, la posible extrapolacion de los resultados obtenidos (con las
debidas correcciones) a hospedador natural (Smith, 1987).
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Como consecuencia de los inconvenientes que presenta la investigacion con el
hospedador natural (necesidad de instalaciones costosas, mantenimiento, personal, etc.) €
modelo murino se ha utilizado frecuentemente como una alternativa experimental de primer
nivel, en particular en los estudios de inmunidad y virulencia de A. pleuropneumoniae. La
mayoria de los investigadores ha concluido, sin embargo que la susceptibilidad de este
anima a la infeccion por A. pleuropneumoniae depende de la cepa o linea de ratén
utilizadas y que este animal representa un model o adecuado para el estudio de lafase aguda
de la enfermedad, aungue no para la evaluacion del proceso en su conjunto (Sebunya y
Sanders, 1982, Fenwik et al., 1986; Udeze et al., 1987; Inzana et al., 1988; Gomal, y
Mittal, 1990; Rosendal y Macinnes, 1990 y Tascon., 1995). Como egemplo de cuanto
sefidlamos, en agunas lineas murinas, como con los ratones ddY, que ha resultado
imposible g ecutar lainfeccion experimental con A. pleuropneumoniae (Nakai et al., 1984).

Después de la infeccién con una cepa virulenta de A. pleuropneumoniae, las
muertes suelen producirse en las primeras horas después de la inoculacion (generalmente,
hasta las 24 horas), por 10 que parece que éstas tienen lugar como consecuencia de laaccién
de las toxinas de la bacteria, pero sin la persistencia duradera del microorganismo ni su
multiplicacion, circunstancias ambas que inducen la enfermedad en e hospedador natural
(Finlay y Falkow, 1989; Tascon., 1995). A este respecto, se ha demostrado que la toxina
Apx-1 de A. pleuropneumoniae representa el factor fundamental sobre €l que descansa la
patogenicidad de esta bacteria en € raton, toda vez que las cepas pertenecientes a los
serotipos productores de esta toxina (serotipos 1, 5, 9, 10 y 11) resultan mucho més

virulentas que las que carecen de ella (Tascon et al. 1994; Tascon 1995).

En diferentes estudios se haintentado mejorar la sensibilidad del modelo murino, en
relacion con la captacion de hierro, recurriendo a diversas estrategias, entre ellas, la
inoculacion de mesilato de desferoxamina B (Desferin®). Este producto, un sideréforo
microbiano de lafamilia de los hidroxamatos, se emplea con fines terapéuticos en pacientes
con sobrecarga de hierro, a consecuencia de transfusiones masivas 0 debido a
envenenamientos. Su efecto varia en funcién de la capacidad de la bacteria por utilizar la
forma férrica (desferoxamina) como factor de crecimiento. Si |a especie en cuestion carece
de receptores para la desferoxamina, esta sustancia eerce un efecto terapéutico a
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secuestrar €l hierro, como sucede en N. meningitidis (Caver et al., 1979) o en N.
gonorrhoeae (Finkelstein y Yancey, 1981); en caso contrario, sin embargo, se producira
una estimulacion de la multiplicacion bacteriana, como ocurre con Salmonella
Typhimurium (Jones et al., 1977) o con Y. enterocolitica (Robins-Browne y Prpic, 1985).
También se ha utilizado € hierro-dextrano, que, inoculado por via parenteral, puede gercer
un efecto favorecedor de lainfeccién, puesto que representa un suministro directo de hierro
en aquellos microorganismos que pueden utilizarlo en esta forma, a determinar €
mantenimiento del nivel organico de transferrina o a provocar una inmunosupresion en €
hospedador tratado.

Ambos productos han sido probados sobre € ratén, en relacion con lainfeccion por
A. pleuropneumoniae, pero con ninguno de ellos se obtuvieron mejoras sustanciales en el
progreso de la infeccion, de modo que las muertes seguian sucediendo durante las primeras
24 horas siguientes a la inoculacion. Unicamente, la administracion de hierro dextrano
consiguid rebgjar ligeramente la DLsy de las cepas estudiadas y, en algun caso, A.
pleuropneumoniae fue capaz de sobrevivir durante 48 horas (Tascon et al., 1994; Tascon
1995).

1.8. Vacunasy vacunacion.

A partir de la demostracion de laimportancia que reviste la respuesta humoral en la
proteccion frente a la infeccidon, se han sucedido numerosos intentos de formular un
compuesto vacunal capaz de inducir una respuesta protectora eficaz frente a la
pleuroneumonia porcina, no obstante, no se han logrado desarrollar hasta el momento
métodos eficaces que induzcan una proteccion total. Las vacunas disefiadas hasta la fecha
solo proporcionan una proteccion limitada, disminuyendo o eliminando la mortalidad y
reduciendo la aparicién de lesiones. Sin embargo, no impiden lainfeccion y su utilidad se

ve reducida frente a serotipos heterol 6gos.

Se han utilizado diferentes estrategias en los numerosos intentos de formular
compuestos vacunales. Pudiendo diferenciarse tres tipos de vacunas: las bacterinas, las

vacunas de subunidades y vacunas que utilizan cepas atenuadas.
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Las bacterinas se preparan a partir del microorganismo completo, inactivados por
caor (a 60°C, 2 h) o formol (formaldehido, 0,2%). La vacunacion mediante bacterinas
reduce y, en ocasiones, elimina completamente la mortalidad provocada por la infeccion
con serotipos homdlogos, pero generalmente no confiere proteccion heteréloga (Bossé et
al., 1992). Ademas, no impiden € desarrollo de lesiones pulmonares ni la colonizacién
microbiana (Loftager y Eriksen 1993). Una posible explicacion de esta proteccion limitada
seria la ausencia de los factores de virulencia secretados, como las citolisinas y
hemolisinas, asi como de ciertas proteinas de membrana externa, que no se expresarian in
vivo (Fedorka-Cray et al., 1990). La reducida proteccion puede también ser € resultado de
la desaparicion de epitopos, desnaturalizados como consecuencia del tratamiento previo
con formalina, hipétesis que parece confirmarse por la obtencion de una mejor proteccion
utilizando bacterinas mejoradas, consistentes en estructuras externas de A
pleuropneumoniae obtenidas por lisis de la bacteria que no requieren ningun tratamiento
que pueda desnaturaizar los antigenos (Hensel et al., 2000) e incluso sustituyendo €l
formol por otro inactivante menos agresivo, como el timerosal (Turrado et al., 2006, datos
sin publicar). Debe considerarse también la posibilidad de que la proteccién escasa pueda
deberse a la presencia de ciertos antigenos que disminuyen la eficacia de otros en la

vacunacion, en una especie de efecto antagonico (Van den Bosch y Frey, 2003).

La alternativa a la vacunacion con bacterinas puede ser €l uso de toxinas Apx y de
ciertas proteinas de membrana externa, especiamente las proteinas de unién atransferrina,
bien como vacunas de subunidades o como complementos en la formulacion de las

bacterinas.

Este tipo de vacunas confiere una mejor proteccion cruzada y es capaz de disminuir

los sintomas clinicos y mejorar la condicion de los animales (Haesebrouck et al., 1997;
Haag et al., 1997). También se ha conseguido una proteccion cruzada mediante la
inactivacion del operdn de la toxina Apx-ll por mutagénesis (Prideaux et al., 1999).
Aunque estas proteinas son esenciales como componentes de una vacuna, no son las Unicas
responsables de conferir inmunidad. Las vacunas basadas en las Apx solo confieren una
proteccion clinica parcial, siempre que la dosis de desafio no sea muy elevada (Chiers et
al., 1998). Uno de los factores que podria responder a este problema seria e papel que
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desempefia la adhesién de la bacteria a las células epiteliales de los bronquiol os terminales
y los avéolos. Esta estrecha union permitiria liberar las toxinas directamente sobre la
superficie de la membrana celular, 10 que originaria su destruccion aunque hubiera
anticuerpos circulantes inducidos por la vacunacion (Haesebrouck et al., 2004). En un
estudio reciente, se ha puesto de manifiesto que A. pleuropneumoniae cultivado bajo
circunstancias que favorezcan una gran adhesion in vitro protege mejor que otra bacteria

gue no haya crecido en estas condiciones (Van Overbeke et al., 2003).

Por esta razdn, las adhesinas deberian ser incluidas en vacunas frente a la
pleuroneumonia aunque desafortunadamente estos factores de virulencia no estan todavia
bien caracterizados y ademés es probable gue en este fendmeno se encuentren implicados
muchos antigenos. Se ha propuesto un modelo de adhesion en dos etapas. en un primer
momento tendria lugar una union de bagja afinidad entre e antigeno O del LPS y los
fosfolipidos o glucolipidos de las células del hospedador y después entraria en accion €
nucleo oligosacérido del LPS y las proteinas de unién a superficie, que interactuarian con
otros receptores del hospedador de forma mas intensa (Jeannotte et al., 2003).

En definitiva, parece razonable pensar que teniendo en cuenta la complea
patogénesis de la pleuroneumonia porcina seria interesante incluir diferentes factores de
virulencia en las vacunas. En € afio 2001 Van Overbeke et al. Desarrollaron una vacuna
gue contenia proteinas de union a transferrina y toxinas Apx, que en un desafio con dosis
elevadas de A. pleuropneumoniae confirid mejor proteccion que otra vacunada formulada

con Apx exclusivamente.

Se ha comprobado que los anticuerpos inducidos frente a la proteina de membrana
externa PalA, la méas inmunodominante de todas €llas, agrava las consecuencias de una
infeccion experimental y contrarresta el efecto protector de los anticuerpos anti-Apx (Van
den Bosch y Frey, 2003), por |0 que parece necesario extremar el cuidado en la seleccion de
los antigenos que se van a incluir en las vacunas de subunidades. En las bacterinas
preparadas a partir de bacterias completas el contenido en PalA varia dependiendo del
modo en que se cultiven o se prepare la vacuna. Esto podria explicar las variaciones en la

eficacia de la proteccion de diferentes productos de este tipo.
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En relacion con € interés sobradamente justificado de las toxinas Apx como
antigenos vacunales, en diversos experimentos se ha comprobado que la vacunacion con
una preparacion de Apx-l + Apx-ll obtenida a partir del serotipo 1 de A
pleuropneumonaie, evitaba la mortalidad en cerdos infectados con € propio serotipo 1, a
pesar de que se detectaban lesiones pulmonares en los cerdos inmunizados (Devenis et al.,
1990). Posteriormente, se ensayaron conjugados de Apx con polisacaridos capsulares.
Aunqgue se consiguio un efecto combinado de neutralizacién de latoxinay opsonizacion de
la bacteria, no se pudo demostrar proteccion frente alainfeccion (Byrd y Kadis, 1992). En
cambio, la combinacién de una preparacion cruda de Apx-1 'y Apx-Il del serotipo 1 con un
extracto celular, ofrecia una buena proteccion contra la infeccion por los serotipos 1y 5
(Beaudet et al., 1994). Se obtuvieron resultados utilizando estas proteinas producidas de
manera recombinante (Ike et al., 1996). Tras la vacunacion con Apx-Il y una OMP de 60
kDa (posiblemente la Thp2), ambas del serotipo 7 y obtenidas de forma recombinante, se

obtuvo también una proteccion especifica de serotipo (Rossi Campos et al., 1992).

Dado que € patron de expresion de las hemolisinas varia entre serotipos, es
necesario contar tanto con la Apx-1 como con la Apx-11l si se desea obtener una respuesta
cruzada (Kamp et al., 1992). La proteccién inducida por una vacuna que contiene Apx-1 y
Apx-11, Apx-111 y una OMP de 42 kDa presente en todos |os serotipos (combinacion en la
que se basa un preparado comercial) ha resultado ser la mas eficaz de todas las
mencionadas (Van den Bossch et al., 1992). También se han llevado a cabo pruebas de
vacunacion con bacterinas junto a hemolisinas obtenidas a partir de cultivo, aunque los

datos de proteccion publicados no son concluyentes (Tarasiuk et al., 1996).

Debido a la importancia de su funcion y a su accesibilidad, por su situacién en la
superficie bacteriana, las proteinas de union a transferrina (Thp) se han considerado
también antigenos con un gran potencia vacunal. Al igual que ocurre con otros antigenos
de superficie (Byrd et al., 1992, Thwaits y Kadis, 1993), los anticuerpos frente a ellas
actiian como buenas opsoninas, promoviendo la accion de los fagocitos porcinos (Thwais 'y
Solomon, 1991). Su eficacia para inducir proteccion ha sido demostrada con Thp nativas 'y
con una ThpB recombinante (Rossi-Campos et al., 1992). Parece ser que la variabilidad
entre las ThpB de los diferentes serotipos representa un gran obstaculo para una proteccion
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cruzada, ya que la region de la proteina principal mente reconocida por anticuerpos es la C-
terminal, que también es la mas conservada entre los diferentes serotipos (Strutzberg et al.,
1995). Se ha descrito un preparado inmundgeno basado en e sobrenadante de un cultivo
obtenido en condiciones de restriccion de hierro, compuesto basicamente por hemolisinas 'y
proteinas no integrales de membrana externa, entre ellas la TbpB. Segun los autores, esté
preparado proporciona proteccion completa frente a serotipo homdlogo (Goethe et al.,
2001).

Ademés de las inmunizaciones basadas en bacterinas o en vacunas de subunidades,
también se han ensayado vacunas basadas en cepas atenuadas. Para obtener estas variantes
se han seguido multiples estrategias. aislamiento de cepas de campo (Jensen y Bertram,
1986), inactivacion por pasesin vivo (Inzanaet al., 19930) mutagénesis quimica (Inzana et
al., 1993b) y mutagénesis dirigida (Prideaux et al., 1999; Fuller et al., 2000; Ingham et al.,
2002). Un gemplo de cepa atenuada procedente de un aislamiento de campo es la CM5
(Jensen y Bertram, 1986; Rosendal y Mclnnes, 1990), caracterizada por tener una cdpsula
reducida y un menor contenido de LPS. La inmunizacidn con esta cepa protegia frente ala
mortalidad pero no contra la aparicion de lesiones tras la exposicion a una cepa virulenta
Por lo que respecta a uso de cepas atenuadas por mutagénesis quimica, la bibliografia
recoge una cepa mutante sensible a la temperatura que crecia a 30°C pero no a 40°C
(Inzana et al., 1993b). Por Ultimo, han sido numerosos los ensayos utilizando cepas
atenuadas por mutagénesis dirigida, de las cuales agui citaremos tan solo algunos gjemplos.
En este sentido, la inactivacion del gen apxlIC, necesario para la activacion de la
hemolisina Apx-I1, ha dado como resultado una cepa atenuada que proporciona proteccion
cruzada entre serotipos en condiciones experimentales (Prideaux et al., 1999). Otro g emplo
es el de una cepa auxoétrofa para la riboflavina, construida por reemplazarmiento de parte
del operon que codifica para las enzimas implicadas en la biosintesis de la riboflavina por
una resistencia antibiotica, cepa que también proporciona proteccion cruzada entre los

diferentes serotipos en condiciones experimentales (Fuller et al., 2000).
1.8.1. Vacunasfrente ala pleuroneumonia porcina

Las bacterinas de cuerpos celulares reducen la mortalidad tras la infeccion con el
serotipo homdlogo pero no confieren proteccion en desafios con serotipos heterélogos. Esto
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se pude deber ala ausencia de toxinas Apx Yy de ciertos factores de virulencia o también ala
presencia de ciertos antigenos gque disminuyen la eficacia de otros en la vacunacion (Van
den Bosch y Frey, 2003). Se han conseguido avances utilizando vacunas que contienen
toxinas Apx. Estas vacunas de subunidades confieren una mejor proteccion cruzada y son
capaces de disminuir los sintomas clinicos e incrementar la condicion de los animales
(Haesebrouck et al., 1997; Haga et al., 1997). También se ha conseguido una proteccién
cruzada mediante la inactivacion del operdn de la toxina ApxIl por mutagénesis (Prideaux
et al., 1999). Aunque estas proteinas son esenciales como componentes de una vacuna, no
son |as Unicas responsabl es de conferir inmunidad. V acunas basadas en Apx, solo confieren
una proteccion clinica parcial siempre que la dosis de desafio no sea muy elevada. (Chiers
et al., 1998). Uno de los factores que podrian responder a ese problema seria € papel que
juega la adhesién de la bacteria a las células epiteliales de los bronquiolos terminales y los
alveolos. Esta unién estrecha permitiria liberar las toxinas directamente sobre la superficie
de la membrana celular 1o que originaria su destruccion aunque hubiera anticuerpos
circulantes inducidos por la vacunacion (Haesebrouck et al., 2004). En un estudio reciente
se ha puesto de manifiesto que bacterias de A. pleuropneumoniae crecidas bgo
circunstancias que favorecen una alta adhesion in vitro protegen mejor que otra bacteria
gue no haya crecido bajo esas condiciones (Van Overbeke et al., 2003). Las adhesinas
deberian ser incluidas en vacunas frente a la pleuroneumonia pero desafortunadamente
estos factores de virulencia no estan todavia bien caracterizados y ademas es probable que
en este fendmeno estén implicados muchos antigenos. Recientemente se ha propuesto un
modelo de adhesion en dos pasos. En un primer lugar ocurriria una union de baja afinidad
entre e antigeno O ddl LPS y fosfolipidos o glucolipidos de las células del hospedador.
Después entraria en accion € nucleo oligosacéarido del LPS y proteinas de union a
superficie que interactuarian con otros receptores del hospedador de forma mas intensa
(Jeannotte et al., 2003). Teniendo en cuenta la complegja patogénesis de la pleuroneumonia
porcina seria interesante incluir diferentes factores de virulencia en las vacunas. En € afio
2001 Van Overbeke et al., desarrollaron una vacuna que contenia proteinas de unién a
transferrina y toxinas Apx. En un desafio con dosis elevadas confirio mejor proteccion la

vacuna combinada que una con Apx exclusivamente.
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Otro dato a tener en cuenta es e hallazgo reciente de gque los anticuerpos inducidos
frente a la proteina de membrana externa PalA, la més inmunodominante de todas ellas,
agrava las consecuencias de unainfeccion experimental y contrarresta el efecto protector de
los anticuerpos anti-Apx. (Van den Bosch y Frey, 2003). Por lo tanto es necesario tener
cuidado con los antigenos que se van a incluir en las vacunas de subunidades. En las
bacterinas preparadas a partir de cuerpos celulares €l contenido en PalA varia dependiendo
del modo en que se cultiven o se prepare la vacuna. Esto podria explicar las variaciones en

la eficacia de proteccion de diferentes bacterinas.
1.9. LineaNMRI deratones albinos

Los ratones blancos de la cepa NMRI presentan varias ventajas como son su facil
mangio y manutenciéon, ademés de su bao costo y su rdpida maduracion y ciclo
reproductivo. Los valores de las diferentes poblaciones celulares de la sangre periférica de
ratones blancos NMRI que actualmente se manegjan como animales normales, aparecen en
el cuadro 6.

Poblacidn celular de sangre periférica Valor
Eritrocitos (millones/mm 3) 6-12

Reticul ocitos (%) 2-5
Hemoglobina (g/200 ml) 10-90
Hematocrito (%) 37-48
Concentracién media de hemoglobina corpuscular 30-35

Leucocitos/ mm 3 7000 — 15000

Neutrofilos (%) 10-60

Eosindfilos (%) 0-7

Basofilos (%) 0-1
Linfocitos (%) 35-90

Monacitos (%) 0-3

Cuadro 6. Valores normales de poblacion celular de sangre periférica del

raton blanco NMRI.
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Los eritrocitos poseen un didmetro de 57 pum y un grosor de 2,7 um
aproximadamente. Normalmente, estos animales cursan con anisocitosis y policromatosis,

alteraciones que pueden presentarse hasta en el 20% del total de los eritrocitos.

Los reticulocitos son células aciddfilas, que se observan con granulos o filamentos,

material basofilo que se tifie de color azul oscuro.

En cuanto a las células de la serie blanca, los linfocitos se encuentran en mayor
cantidad que los otros tipos celulares, presentando 2 tamafios. los pequefios, que son
redondos, ligeramente dentados, con un niicleo grande, redondo, que se tifie de azul intenso
y algunas veces presenta ligeras vesiculas. El citoplasma es azul pdido con una zona
intermedia brillante, que rodea el nicleo, rara vez presenta granulos azurofilos, a veces se
observa a un lado del nicleo como un semicirculo, y otras no se observa, aparentando asi,
un nicleo desnudo. Los linfocitos grandes también tienen un nilcleo grande, menos

picnético, y con una zona de citoplasma més ampliay brillante.

Los monocitos son los tipos celulares mas grandes de la serie blanca, |legando
incluso a rebasar los 17 um de didmetro. Presentan un ndcleo grande, ligeramente
excéntrico, con grandes muescas o incluso dividido en 2 6 3 fracciones redondas, menos
picnético que € del linfocito. Su citoplasma es abundante, de color azul grisaceo palido, y
puede presentar vacuolas y contener gran nimero de granulos finos. En ocasiones pueden

confundirse con linfocitos grandes.

En los neutr &filos, €l nicleo ocupala mayor parte de la célula, puede presentarse en
forma de anillo con bordes irregulares o segmentados en varios |6bulos, unidos por
pequefios puentes de cromatina. Su citoplasma es de color azul grisaceo pdido y puede
presentar 0 no granulaciones de color rojo violeta, granulos que se encuentran juntos o
separados, que son tan escasos que pueden aparentar ser simples sombras. En las formas
juveniles se observan nucleos poco picndéticos, con bandas de indentacion, y € citoplasma
presenta pocos granul os.

Los eosindfilos son de dificil identificacion, ya que pueden ser confundidos con
neutrofilos, por lo que se requiere de gran cuidado en € estudio y una buenatincion. Tienen
un nucleo en forma de anillo formando una banda ancha gue es menos picnética que la de
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los neutrdfilos. El citoplasma contiene granulos de color café rojizo, densos, borrosos, que

parecen sombras.

Otro tipo celular son los basofilos. Segun algunos autores, €stos no se observan en
la sangre de ratén, pero hay quienes consideran que, debido a una posible infiltracion de
basofilos, pueden encontrarse en un valor maximo del 1% en sangre periférica. Otros
opinan gue si existen verdaderos basofilos, pero que son raros y dificiles de reconocer, ya

gue sus granulos son solubles (Schermer, 1967; Wintrobe, 1979)

En cuanto a la formacion de células hematicas en la médula Osea de esta especie
anima prevalecen las de la serie blanca (granulopoyesis) sobre las de serie roja
(eritropoyesis). Los mieloblastos presentan grandes nucleos redondos y un citoplasma
basofilo, que con la maduracion toma un aspecto brillante. Los mielocitos eosindéfilos
muestran granulos voluminosos, de color rojo amarillento, de los que carecen los
neutrofilos. Una caracteristica muy importante es la formacién de un pequefio pero
creciente orificio en e centro del niicleo, que causa las formas tipicas anulares que también
se presentan en las células jovenes. Algunos autores sostienen que las formas anulares
surgen por la fusion de 2 nacleos en forma de herradura, pero que esto puede ocurrir muy
raramente. Otros, en cambio, consideran que los nucleos en forma de herradura surgen
probablemente por la rotura de los anillos. Se dice que los nlcleos en forma de herradura
son muy anchos y débilmente picnoticos, hasta llegar a formar las células maduras
segmentadas que se encuentran en sangre periférica. Se observa una evolucion similar en el
caso de los eosindfilos. Los granulos de los mielocitos inicialmente son pequefios, escasos,
y se encuentran distribuidos por todo € citoplasma. Klieneberger, y otros encontraron
células con granulaciones bastfilas en la médula 6sea, pero aseguran que son muy raras 'y
que no resulta posible observarlas en todos los animales;, sin embargo, se encuentran
regularmente en bazo. Las células plasmaticas son muy frecuentes, de forma irregular, con
un nucleo azul oscuro no muy definido y una aparente granulacion citoplasmética de color
rojizo. Dado que los valores descritos por diferentes autores difieren mucho en la
nomenclatura y clasificacion utilizadas para los diferentes tipos celulares, estos porcentajes
resultan aproximados para las principales formas celulares encontradas (Schermer, 1967,
Wintrobe, 1994).
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Tiposcelulares %
Mieloblastos 10%
Mielocitos 20%
Juveniles anulares 40%
Leucocitos maduros 10%
Eritroblastos 20%
Granulocitos 87,3%
Eritrocitos 12,7%.

Cuadro 7. Porcentajes aproximados de los distintos tipos celulares sanguineos

en €l raton.

Los granulos son de forma redonda u ovalada, variables de tamafio y
el ectronicamente densos (Slierendrecht y et al., 1995). Su tamafio es mayor que € de los
linfocitos y e de los eritrocitos (Blaxhall y Daisley, 1997. Entre las principales funciones
de los neutrofilos se encuentrala fagocitosis. Los neutréfilos pasan a torrente circulatorio y
migran a los lugares de inflamacidn, en respuesta a estimulos quimiocinéticos. Esto
provoca una deplecion en los neutréfilos (Campbell y Murru, 1990; Bly et al., 1990; Hine,
1992). Los neutrofilos son las primeras células en migrar a la zona afectada, donde son
detectables a las pocas horas de haberse producido lalesion y alcanzan e valor de maxima
infiltracion antes de las primeras 24 horas (Carlson et al., 1998). Una vez en la zona
lesionada, los neutréfilos se activan e inician |la fagocitosis de los restos celulares, pero
también generan radicales libres de oxigeno como consecuencia de un aumento de la
respiracion celular, que al ser liberados a espacio extracelular causan la peroxidacion
lipidica de la membrana de las células vecinas. Por otra parte, los neutréfilos infiltrados
también secretan citocinas promotoras de la reactivacion de los astrocitos y de la microglia,
generando un ambiente inflamatorio. La segunda oleada de células infiltrantes son los
monocitos que, una vez dentro del parénquima medular, se transforman en macréfagos-
microglia, ayudando asi a la fagocitosis de los restos celulares. De nuevo, como resultado
del aumento de catabolismo celular liberan radicales reactivos de oxigeno, nocivos para la
viabilidad de las células vecinas (Merrill y Jonakait, 1995).
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Planteamiento y objetivos

Si la especificidad de lainfeccion del cerdo por A. pleuropneumoniae se debe en
todo o en parte a la disponibilidad en la bacteria de receptores de superficie especificos
para la transferring, la administracion de transferrina porcina cargada con Fe™ en
ratones permitira que A. pleuropneumoniae se multiplique en esta especie, a menos
durante algunas generaciones. Ello facilitara la expresiéon in vivo de los factores de
virulenciay, como consecuencia, €l desarrollo de un proceso clinico de pleuroneumonia
en una especie que naturalmente no sufre la enfermedad. El objetivo final es sustituir a
cerdo, e hospedador natural, por este animal de laboratorio. La propuesta debe
contribuir a esclarecer la razon de la especificidad de la infeccion por A.

pleuropneumoniae en € cerdo.

Como ha quedado expuesto en €l capitulo anterior, & empleo de cerdos en los
estudios experimentales de |a pleuroneumonia porcina no siempre resulta posible, como
consecuencia de factores diversos, que incluyen la necesidad de costosas instalaciones,
en relacion con e bienestar animal, por problemas de bioseguridad derivados de las
limitaciones que impone € trabgo con cepas que pueden haber estado sometidas a
manipulacion genética, o por razones de indole econdémica, justificadas tanto por €
precio de adquisicion y mantenimiento de los animales como de su alojamiento fisico y
manutencion, ya comentados. Aunque esta suficientemente contrastado que € uso del
hospedador natural resulta insustituible en determinadas fases de la enfermedad, la
alternativa representada por un animal de laboratorio, de pequefio tamafio y otras
ventgias, supondria no solo avanzar més rgpido en e estudio de los factores de
virulencia, criticos en el desarrollo del proceso clinico, sino también facilitar una
alternativa de gran interés en la valoracion de vacunas u otros productos potencia mente
utiles en e control de la enfermedad, tanto desde un punto de vista experimental como
industrial.

Sentadas estas premisas, el objetivo de este trabgo consiste en la propuesta 'y
evaluacion de la utilidad de un model o experimental murino, para el estudio posterior de
diversos aspectos de la infeccion producida por A. pleuropneumoniae; entre elos, la
valoracion de la eficacia de diversos productos vacunales, cada vez mas numerosos en
el mercado. Con este proposito, se plantea como hipétesis de trabajo (ala vista de los
fracasos obtenidos con otras estrategias de modificaciéon del equilibrio del hierro en €
raton, tal y como se ha sefialado) trasladar a A. pleuropneumoniae el modelo ensayado

con éxito en N. meningitidis (Holbein, 1981), consistente en la administracion de hierro
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ligado a la transferrina especifica del hospedador natural, porcina en nuestro caso. Este
método deberia permitir (al menos, en teoria) superar la ausencia de este oligoelemento
en el hospedador experimental, lo que deberia hacer posible la multiplicacion de A.
pleuropneumoniae durante un cierto nUmero de generaciones, suficientes para que los
aconteci mientos que ocurren en € cerdo puedan también reproducirse en este modelo de
infeccion experimental. Adicionalmente, € éxito en esta empresa demuestra € papel
representado por los sistemas de abastecimiento de hierro en relacion con la

susceptibilidad restringida del cerdo alainfeccion y laresistencia natural del raton.

A. pleuropneumoniae causa en €l cerdo una pleuroneumonia con frecuencia
grave, necrotica, fibrinosa y mortal. En la forma aguda de la enfermedad, los cerdos
desarrollan un problema de dificultad respiratoria grave, cianosis, vomitos y fiebre. En
la infeccion crénica el microorganismo se encuentra residiendo en las tonsilas y en las
lesiones pulmonares focales. Estos animales desarrollan inmunidad frente a A.
pleuropneumoniae y se protegen sdlidamente contra desafio adicional pudiendo
infectar a otros animales, afectando asi 1a economia de la explotacion, debido ala caida
del indice de conversiéon del alimento y a la pérdida del valor comercia. Las vacunas
comerciaes actuales pueden reducir la mortalidad pero no previenen la morbilidad o €
desarrollo del estado del portador. Estas bacterinas comerciales ofrecen solamente la
proteccion parcial, mientras que los animales que sobreviven a unainfeccion natural se

protegen totalmente.

OBJETIVOS

> Adaptacion del ratdn para € desarrollo un modelo de infeccion cronica
por A. pleuropneumoniae evaluando la eficacia de la transferrina porcina saturada con
hierro para prolongar e tiempo de supervivencia de A. pleuropneumoniae en este
animal. Dicho modelo servira para estudiar in vivo, sin recurrir a hospedador natural, la
contribucién de diversos factores bacterianos en el desarrollo de la enfermedad.

> Estudio de factores inespecificos (inmunidad innata) como responsables
de la resistencia del raton a la infeccion por A. pleuropneumoniae. Participacion de
neutrofilos y capacidad bactericida del suero (activacion del sistema del complemento)

en € evento.
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> Estudio de la actividad anticomplementaria con veneno de cobra y su
influencia en lainfeccién murina por A. pleuropneumoniae.

> Desarrollo de una bacterina experimental frente a la pleuroneumonia
porcina y evaluacion de la protecciéon inducida por la misma en e modelo murino

adaptado a la pleuroneumonia porcina.
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Material y Métodos

3.1. Microorganismos utilizados

En todos los ensayos de susceptibilidad y resistencia, asi como de infeccion
experimental, se utilizd la cepa CM5 del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae. Este
microorganismo ha sido utilizado en diversas investigaciones sobre virulencia e
inmunogenicidad de A. pleuropneumoniae (Rosendal et al. 1981). La cepa fue

amablemente cedida por la Dra. Rosendal.
3.2 Tinciones
3.2.1Tincion de GIEM SA

Se utilizd en la observacion microscopica de la morfologia celular de los

componentes sanguineos.

Desarrollo de latécnica Tiempo
Afiadir reactivo 1 (May-Grumwald) cubriendo los discos 2min
Diluir 1:2 €l reactivo con agua 2min

Lavar con agua 30 seg

Afiadir reactivo 2 (Giemsa) hasta cubrir los discos durante 10 min
Lavar con agua con frasco lavador y dejar secar 1min

Observar a microscopio a 100 X, con aceite de inmersion

3.3. Medios de cultivo
3.3.1. Medios de cultivo bacterianos
3.3.1.1. Agar chocolate (BioM érieux)

Se utilizaron placas de égar chocolate enriquecidas con Polyvitex®, cuya

formula, por litro de agua, ademés del enriquecimiento mencionado, contiene:

Formula Cantidad (g)
Biopeptona 159
Almidén de maiz 1lg
Fosfato dipotasico 4g
Fosfato monopotésico 1lg
Cloruro sodico 5¢g
Hemoglobina 109
Agar 109
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3.3.1.2. Agar Sangre (BioM érieux)

Contiene agar Columbia suplementado con un 5% de sangre de cordero.

Formula Cantidad (g)

Bio-polytone 109

Hidrolizado de proteinas (animal y vegetal) 109
Bio-myotone 30
Almidoén de maiz 1lg
Cloruro sodico 5¢g

Sangre de cordero 50 ml

Agar 1359

3.3.1.3. Caldoy agar PPLO (Difco)

Su composicion por litro incluye los siguientes ingredientes:

Formula Cantidad (g)
Extracto de corazon de ternera 50
Triptona 109
Cloruro sodico 5¢g
NaCl 5¢g

En e caso del medio solido, se afiadieron 15 g de agar. El pH fina se gjust6 a

7,6. Se prepar6 siguiendo las instrucciones del fabricante y se esterilizo en autoclave a
121° C durante 15 minutos.

3.3.1.4. Caldo tioglicolato (FTM, “fluid thioglycollate medium™)

La composicién por litro incluye:

Férmula Cantidad (g)

Triptona 15¢
Extracto de levadura 5¢g
Tioglicolato sédico 05¢g
L-Cisteina clorhidrato 054g
Glucosa 5549
Cloruro sodico 259
Resazurina 0,001g

Se mezclo la L-Cisteina con € cloruro sédico, el extracto de levadura, la glucosa
y latriptonay se afiadio un litro de agua. La mezcla se disolvié por agitacion en calor y

se gustd apH 7,1. Finalmente, se afiadio la resazurina y se autoclavo 15 minutos a 121°
C.
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3. 3.2. Celulares. Medio de cultivo

Contiene por litro los reactivos que se detallan a continuacion.

Formula Cantidad (g)
RPMI 1640 (Invitrogen) 500 ml
Tamp6n HEPES 200mM (Merck) 10ml
Penicilina, 220 Ul/ml (Sigma) 5ml
L-glutamina 2mM (Sigma) 5mil
Suero bovino fetal sin complemento 50 ml
2-mercaptoetanol, (5 x 10° M) 250 ul

El medio se prepar6 en cabina de flujo laminar, mezclando los cuatro primeros
componentes y se conservo hasta su uso a 4° C, momento en e cual se afiadieron €l

suero bovino fetal y e 2-mercaptoetanol .

3.3.3. Medio de congelacion

Contiene por litro los reactivos que se detallan a continuacion:

Férmula Cantidad (g)
Dimetil Sulfoxido (DM SO) (Sigma) 100 ml
Suero bovino fetal sin complemento 900 ml

3.4. Soluciones de antibidticos y suplementos
3.4.1. Ampicilina

Se prepard una solucion stock a una concentracion de 100 mg/ml de ampicilina

(Sigma) en agua. Se esterilizo por filtracion y se conservo a-20°C.
3.4.2. Isovitalex

Contiene por litro los reactivos que se detallan a continuacion:

Férmula Cantidad (g)
L-Glutamina ( Sigma) 1g
L-Cisteina dihidroclorada (Sigma) 26 g
L-Cistina dihidroclorada (Sigma) 1g
NAD en 10% de Glucosa monohidrato 19
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Se esterilizo por filtracion y se amacend en alicuotas de 1 ml a-20° C.
3.4.3 Glucosa

La solucion stock se preparé a una concentracion del 50% (p/v) de glucosa
(Sigma) en agua bidestilada. Se esterilizo por filtraciéon y se conservo a4° C.

3.4.4 NAD (Nicotinamida Adenina Dinucledtido)

Se prepard a una concentracion de 20 mg/ml. Se esterilizé con filtros de 0,22 um

y seconservé en viadesde 1 ml a-20° C.
3.5 Productosy reactivos
3.5.1. Inactivacion bacteriana
3.5.1.1 Formoal
Se utilizé formaldehido comercial (Sigma) con una pureza del 90%
3.5.1.2 Thimerosal

Se prepard una solucion stock de thimerosal (Sigma) a 1% (p/v), sefiltro y se

almacend a4° C hasta su uso.

3.5.2 Extraccion de sobrenadantes con proteinas de la membrana

externa enriquecidosen ThpB
3.5.2.1. Solucion de 2,2 Dipiridilo (Sigma)

Se prepard una solucion stock a una concentracion de 0,1 M en etanol (Panreac)

y se amacend en alicuotas de 1 ml a-20° C.
3.5.2.2. Deoxicolato Sodico (Sigma)

Se prepard6 una solucion stock de deoxicolato sodico (Sigma) a una

concentracion del 1% en agua bidestilada 'y se esterilizo por filtracion.
35.23. TrisHCI 1M, pH 8

Se disolvieron 121,1 g de Trizma® base (Sigma) en 800 ml de agua bidestilada.
Se gusto el pH a8y se afiadi6 agua hasta alcanzar un volumen final de 1 1.

3.5.2.4. Cloruro sodico (5 M)

Se prepard disolviendo 29,22 g de cloruro sddico (Sigma) en 100 ml de agua
bidestilada.
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3.5.3. Anestésico

En las inocul aciones de 10s ratones se utilizd como anestésico Fluotane® (Zeneca

Farma S.A.) de la siguiente composicion por ml:

Formula Cantidad (g)
Halotano (D.C.1.) 1,874 ¢
Timol csplml

3.5.4 Transferrina sérica porcina

Latransferrina sérica porcina se obtuvo de Frist Link-UK-Ld y fue saturada con
hierro mediante e procedimiento descrito por Herrington & Sparling (1985) (ver
apartado 3.15.1).

3.6. Deter minacion dela concentracion de proteinatotal (Bradford, 1976).

El reactivo contiene azul de Coomassie, metanol y &cido fosférico (Dye reagent
concentrate, Biorad). La determinacion esta basada en € principio de que € colorante
se une de forma especifica a las proteinas, de tal forma que en presencia de la solucion
acida, hace que su absorbancia vire de 465 a 595 nm. Para redlizar |os estandares, con

concentraciones conocidas de proteina, se empled abumina sérica bovina (Sigma).

3.7 Electroforesis

3.7.1 SDS-PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato sodico)

Se utilizaron geles de poliacrilamida (solucion a 29% de acrilamida + 1% de
bisacrilamida -Sigma-), a una concentracion del 5% en el gel concentrador, y del 12%
en e gel separador. A continuacion se detallan los productos empleados en la

preparacion de los geles y tampones necesarios parala electroforesis:
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3.7.1.1 Gl separador

Formula Cantidad (g)
Agua bidestilada 3ml
Trizma® base, pH 8,8, 1,5 M (Sigma) 2,5ml
SDS a 10% (Panreac) 100 pl
Solucion Acrilamida/Bisacrilamida (Sigma) 4ml
Persulfato aménico 10% (Sigma) 100 wl
TEMED (Sigma) 4 ul

3.7.1.2 Gel concentrador (5%)

Formula Cantidad (g)
Agua bidegtilada 1,4 ml
Trizma® base, pH 6,8 0,5M (Sigma) 0,3ml
SDS a 10% (Panreac) 20 ul
Solucion acrilamida/bisacrilamida (Sigma) 0,6 ml
Persulfato aménico al 10% (Sigma) 20 ul
TEMED (Sigma) 2 ul

3.7.1.3 Tampon de electroforesis (5x)

Foérmula

Cantidad (g)

Trizma® base, 25 mM (Sigma)
Glicina, pH 8,3, 192 mM (Sigma)
SDS, pH 8,3 a 0,1% (Panreac)
Aguadestilada

159
729

59
1l

Para la realizacion de la e ectroforesis se diluyeron 300 ml del tampdn de carga

5x en 1,2 | de agua destilada. Se conservo a4° C.

3.7.1.4 Tampdn de carga de proteinas

Formula

Cantidad (g)

Trizma® base (Sigma)
SDS (Panreac)

Azul de bromofenol (Sigma)
Aguadestilada

0649
1g

59
100 m
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3.7.2 Electroforesis en gel de agarosa

3.7.2.1 Tampodn de carga DNA (6x)

Se compone de:
Formula Cantidad (g)
Azul de bromofenol a 0,25% (Sigma) 0,259
Xilencianol a 0,25% (Sigma) 0,259
Sacarosa a 40% (Sigma) 409
Agualibre de DNAsa (Sigma) hasta 100 ml

3.7.2.2 Tampoén Tris-Borato-EDTA 5x (TBE)

Contiene los siguientes reactivos:

Formula Cantidad (g)
Trizma® base (Sigma) 549
Acido bérico ( Sigma) 2759

EDTA 0,5M (pH 8) 2ml
Aguadestilada hastal |

Se utilizd a una concentracion del 1x, por lo que se diluyd cinco veces en €

momento de su Uso.
3.7.3Tincion con azul de Coomassie
3.7.3.1 Tincion de geles de poliacrilamida

Se empled un método comercial (Coomassie Brilliant Blue R-250 staining
solution kit, Biorad) que contenia la solucion de tefiido y destefiido, ya preparadas para

SU USO.
3.7.3.2Tincion de gelesde agarosa al 1%
3.7.3.2.1 Solucién deteiido

Para preparar 1 litro de la solucién se necesitaron:

Formula Cantidad (g)
Azul de Coomasie (Sigma) 0549
45% de metanol (Sigma) 45 ml
6% de &cido acético glacial (Sigma) 60 ml
Aguadestilada hastal |
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3.7.3.2.2 Solucion de desteiiido:

Se preparo 1 litro de la solucién que contenia:

Formula Cantidad (g)
25% de metanol (Sigma) 250 mi
10% de &cido acético glacia (Sigma) 100 ml
2% de glicerol (Sigma) 20 ml
Aguadestilada hastal |

3.8 Inmunaoblotting
3.8.1 Tampon detransferencia

Estaba compuesto por |os siguientes productos:

Formula Cantidad (g)
TrisHCI, pH 9,2 (Sigma) 48 mM
SDS (Panreac) 1,3mM
Glicina (Sigma) 39 mM
Metanol (Sigma) 20%
3.8.2Tampon TBS

Se prepard un litro de solucidn a una concentracion 25 mM, con los siguientes

reactivos:
Formula Cantidad (g)
NaCl (Sigma) 8¢9
KCI (Sigma) 029
Trizma® base (Sigma) 39
Agua destilada 800 ml

El pH se gjust6 a 8 con una solucion de HCl 2M y se enrasd con agua destilada

hasta 1 |. Para su esterilizacién, se autoclavé durante 15 minutos a 121°C.

3.8.3 Tampon de bloqueo

Se prepard unadisolucion a 10% (p/v) de leche descremada en agua destilada.
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3.8.4 Tampon TBS-Tween 20 (TTBS)

Al tampon TBS se le afiadié un 0,05% de Tween 20 (Sigma).

39ELISA
3.9.1 Tampon fosfato (PBS)

Su composicion por litro es lasiguiente:

Formula Cantidad (g)
Na,HPO, ( Sigma) 1,159
NaH,PO 40,209
NaCl 8,18 ¢
KCIO 209

Se disolvieron las cuatro sales en 800 ml de agua destilada, se gjusté €l pH a 7,2-

7,4y se enraso hasta un volumen final de 11.

3.9.2 Tampodn carbonato

Se prepard mezclando |os siguientes productos

Formula Cantidad (g)
Na,CO; ( Sigma) 3,18¢g
NaHCO; (Sigma) 5869

NaN; (Sigma) 049

Se anadieron 100 ml de agua destilada, se gjusto € pH a 9,6 con HCI 1M y se

anadi6 agua hasta que e volumen final fuerade 200 ml.
3.9.3 Tampo6n de lavado

Se prepard afiadiendo a tampon fosfato Tween-20 (Sigma), a una concentracion
del 0,05%.
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3.9.4 Tampon de bloqueo

Estad compuesto por tampon de lavado y suero fetal bovino (Gibco, Invitrogen) a

una concentracion del 5%.
3.9.5 Tampodn dedilucién del conjugado
Se prepar6 anadiendo a tampdn de lavado un 0,1% de albumina bovina (Sigma).
3.9.6 Sustrato TMB (3,3',5, 5'- tetrametilbenzidina)

Se disolvieron 100 mg de TMB (Sigma) en 10 ml de DM SO (dimetilsulfoxido,
Sigma), hasta una concentracion final de 42 mM. Se conservl a temperatura ambiente,
protegido de laluz.

3.9.7 Isotiocianato de amonio 4M

Se pesaron 30,5 g de isotiocianato de amonio (Sigma) y se disolvieron en 100 ml
de agua bidestilada.

3.10. Método ELISA INDIRECTO

3.10.1. Tapizado de placas de ELISA [Tapizado con proteinas (ThpB

crudo)]

Se gustd la concentracion de proteina a una dilucién de 1:200 en tampon

fosfato, tapizando cada pocillo (placas Polysorp, Nunc) con un volumen de 50 pl.
3.10.2. Tapizado con LPS

El tapizado con un extracto crudo de LPS de A. pleuropneumonia obtenido
previamente mediante extraccién fenol-agua, se lleva a cabo en 2 pasos. En primer lugar
se dispone & antigeno sobre la superficie de la placa, paralo cua con anterioridad, éste
Se prepara a una concentracion determinada en tampén de PBS de pH 7,2 — 7,4. Se
incuba a 37° 2 horas o0 bien toda la noche a 4° C. Las placas se vacian con un golpe.
Finalmente, a dia siguiente, se procede al bloqueo con una solucion de PBS pH 7,2 —
7,4 ala que se aflade una solucion de BSA (albumina bovina a 1 - 2%) a razén de 300
ul por pocillo, durante 2h a 37° C 6 1 noche a 4°C. En la reaccion se afiaden 100 ul del
suero de prueba (igual en los controles negativo y positivo) diluido al 1:200 en PBS con

5 % de leche descremada (skim milk powder).

Se agita suavemente laplacay se incuba 20 minutos a temperatura ambiente. Se

88



Material y Métodos

realizan 3-4 lavados con la solucion de lavado procurando que no rebose, evitando
mezclar el contenido de los pocillos. Después se afade €l conjugado diluido que
contiene 100 pl de una mezcla de 10 ml de PBS y 2 pl de anti-pig 1gG + peroxidasa
(Sigma-Aldrich) por cada placa, incubando 20 minutos a temperatura ambiente. Se

vuelve alavar 4-5 veces y se secalaplaca.

Para € revelado se afiaden a cada pocillo 100 pl de una mezcla de 10 ml de
sustrato, 100 ul de TMB y 2 ul de H,0O, y se incuba la placa en un lugar oscuro a
temperatura ambiente durante 8 6 10 minutos. Se frena la reaccion con HCI 2M
anadiendo 50 ul en cada uno delos pocillosy se procede alalectura de las placas a una

densidad dptica de 450 nm en un lector de ELISA (mod. Dynex Tecnologies).

Se consideraron positivos todos los pocillos cuya densidad éptica superara 3
veces ladel control negativo (Hamblin, et al., 1986).

3.11. Citometria deflujo
3.11.1 Tampon FACS

Esta compuesto por PBS sin Ca'? ni Mg*? (Gibco, Invitrogen), con un 0,01% de
BSA (Sigma) y un 0,01% de azida sodica (Sigma).

3.11.2 Tampon FACSfijador

La composicion es similar a la del tampon FACS, con la adicion de

paraformal dehido (Sigma) hasta una concentracion final del 0,1%.
3.12. Laboratorios einstalaciones utilizadas

Los trabagjos experimentales, estudios bacterioldgicos, inmunoldgicos y de
resistencia innata a A. pleuropneumoniae se llevaron a cabo en las dependencias de la
Unidad de Microbiologia e Inmunologia, del Departamento Sanidad Animal (Facultad
de Veterinaria. Universidad de Ledn). Los ensayos con ratones se redizaron en €
Animaario de la Universidad de Ledn, utilizando jaulas de plastico con tapas de rgjilla
y biberones con agua. La cama, a base de serrin, se cambiaba dos veces por semana. Las
condiciones de temperatura (22°C), humedad (60%) y ciclos de luz/oscuridad (12h/12h)
fueron constantes. Los animaes tuvieron acceso libre a pienso comercia de
mantenimiento (Panlab) de composicién equilibrada, igual que a agua higienizada, y
solo se utilizaron después de un periodo de cuarentena de cinco dias de permanencia en

el Animalario, permitiendo su aclimatacion.
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Los andlisis por citometria de flujo se llevaron a cabo en € Laboratorio de

Técnicas Instrumentales de la Universidad de Ledn.
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Figura 6. Animalario de la Universidad de Ledn.

Vista exterior (www.unileon.es)

Se utilizd un armario de proteccién microambiental suministrado por Biosis,
S.L. (Biologic Systems) con sistema de filtrado de agentes patdégenos, formado por
36 unidades independientes, instalado en un éreaaislada del Animalario en laque se
acondicion6 también una cabina de flujo laminar vertica tipo A-2, donde se
llevaban a cabo las necropsias de los animales muertos en e curso de la
experiencia.

El protocolo experimental fue aprobado por & Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de Ledn, y estuvo disefiado conforme a
las normas de la Union Europea sobre e uso y cuidado de animales de

experimentacion, para el desarrollo de model os animales de infeccion.



http://www.unileon.es/�
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Figura 7. Detalle de las instal aciones utilizadas en el Animalario delaULE

3.13. Animales. Ratones.

Se utilizaron distintas lineas o cepas de ratones (Mus musculus) en funcién del

tipo de experimento.

3.13.1. Ratones N.M.R.l. (Naval Medica Research Institut) SPF (libres
de patégenos especificos), (Charles River, Wilmington, Barcelona, Espafia), en lo
sucesivo NMRI, de un peso aproximado de 30 g y entre 6 y 8 semanas de edad. Los
animales (hembras abinas) fueron adquiridos a través del Animalario y mantenidos en
esas instalaciones en condiciones controladas de temperatura, humedad, fotoperiodo,
atmosfera, aimentacion, jaulasy cama.

3.13.2. Ratones Balb/c (SPF). Cepas de raton Balb/c, consanguineos,
hembras, de peso entre 25 y 30 g, libres de bacterias y virus patdbgenos comunes, de

acuerdo alos controles rutinarios efectuados por |a empresa proveedora

3.13.3. Ratones “inbred” BALB/c nude, SPF, (Charles River,
Wilmington), hembras, atimicos, de pesosentre 25y 30 g,.

3.14. Método deinfeccion deratones

La infeccidn se realizo por via intranasal, todas las pruebas se realizaron por
duplicado.

3.14.1. Anestesiay eutanasia.

Se llevaron a cabo ensayos preliminares para gjustar e procedimiento de
anestesia que se gecutdé con Fluotane® (Zeneca Farma, S.A.), de la siguiente

composicion por ml: halotano (D.C.1.), 1,874 g; timoal, c.s.p.. El procedimiento consistia
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en la deposicion de entre 1 'y 2 ml del producto sobre una torunda de algodon, que se
depositaba en la jarra de desecacion y su vaporizacion lograba los efectos anestésicos
por inhalacion. El tiempo de duracion de la exposicion a anestésico fue establecido con
anterioridad al comienzo de los experimentos de infeccidn. A tal efecto se llevo a cabo
un experimento sencillo en €l que se fue variando € tiempo de espiracion desde 15 a 30

segundos.

El método seguido en la eutanasia fue la dislocacion cervical, aunque
alternativamente se utilizaron también la anoxia y la sobreanestesia con halotano.

Para la inoculacion intranasal se siguio e procedimiento descrito por Rushton
(1978). Los animales se situaban en posicion vertical y se les instilaba en las fosas
nasales la dosis de 5 x 10° ufc, con ayuda de una micropipeta de 200 ul de volumen
maximo. Este instante fue considerado € tiempo 0 de infeccion.

3.14.2. Preparacion de las suspensiones
3.14.2.1. Cultivo y crecimiento bacteriano

Se utiliz6 € serotipo 1 de A. pleuropneumoniae cepa de referencia (CM5). A
partir de un vial congelado a-80° C, se inocularon 50 pl de la suspension bacteriana en
placas en agar chocolate y se incubaron a 37°C, durante 24-48 horas. Los cultivos se
resuspendieron en RPMI sin glutamina (GIBCO, Invitrogen) hasta alcanzar una
densidad éptica a 600 nm (DO-600) superior o igual a2, manteniéndose a 4°C.

3.14.2.2 Recuento de ufc (unidades for mador as de colonias)

A partir de la suspension bacteriana anterior, se realizaron diluciones decimales
en medio RPMI. Con cada una de ellas se realizaron medidas de la DO-600 y se
sembraron 100 pl de las mismas en placas de agar chocolate, incubando durante 48
horas a 37° C. Una vez finalizado € proceso de incubacion, se llevd a cabo € recuento
en cada una de las diluciones decimales (solo se consideraron representativas las placas
con un nuamero de colonias entre 30 y 300) para calcular las ufc/ ml de la suspension

inicial.
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3.14.3 Inoculaciones

Se utilizaron dos vias para las inoculaciones. intranasal e intraperitoneal. En
ambos casos se establecieron grupos de ratones inoculados con distintas dosis de la
bacteria, manteniendo siempre un grupo control que fue inoculado con RPMI estéril.
L as concentraciones bacterianas que se utilizaron para las inocul aciones fueron segun €l
caso, desde 2 x 10° a2 x 10° ufc Antes de lainoculacion, |os ratones se anestesiaron con

Fluotane® mediante el procedimiento descrito.

Por viaintranasal se administraron 50 ul de la suspension bacteriana en forma de
pequefias gotas depositadas en las fosas nasales, aprovechando e movimiento de
inspiracion, procediendo con micropipetas de 200 pl con puntas estériles adecuadas.
Paralainoculacion en la cavidad peritoneal, se dispuso a ratén en posicion vertical, con
la cabeza inclinada hacia abajo, y se inocularon 200 pl con jeringuilla estéril de tipo

insulina.

Los animales fueron observados durante una semana, anotandose |os cambios en
su comportamiento y conducta alimentaria, asi como cualquier otro sintoma indicativo
de enfermedad. Tanto alos animales que murieron en el transcurso de la prueba, como a
los que se sacrificaron al finalizar lamisma, se lesrealizd lanecropsiay se les extrgjo €

pulmon para su andlisis microbiol 6gico.

3.14.4. Determinacion dela DL 5 (Dosis L etal 50%).

Ladosisletal 50 (DL 5) fue calculada por € método de Reed y Muench (1938) e
indica la minima cantidad de bacterias que después de la administracion de una Unica
dosis provoca la muerte de la mitad de la poblacién animal del estudio, teniendo como
base 6 experimentos con 8 grupos de 6 ratones, que fueron inoculados por viaintranasal
con un volumen de 50 ul conteniendo suspensiones de A. pleuropneumoniae en RPMI,
desde 5 x 10° a5 x 10® ufc Durante el tiempo de observacion, se realiz6 un recuento del
nimero de muertos y supervivientes y posteriormente se establecio € porcentgje de
muertes para cada dosis y concentraciones con cada una de las dosis bacterianas
empleadas. La DL s, se calcul 6 aplicando las siguientes férmulas:

Log (/DL )= log (1/ % mortalidad superior a 50%) + Df log (diferencia de log).

Df log = [(% mortalidad superior al 50% - 50%) / (% mortalidad superior al 50%
- % mortalidad inferior al 50%) ] x log del factor de dilucién.
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3.14.5. Dosis subletal detrabajo.

Conociendo la DL, se prepararon 5 dosis inferiores y diferentes, llevando a
cabo un experimento preliminar. Durante cinco dias después de lainoculacién sellevé a
cabo el recuento de animales vivos, animales con sintomas y muertos, con cada una de
las dosis bacterianas empleadas. Se seleccion6 como dosis subletal (DSL) la dosis que

no provocd ningun sintoma en los diferentes grupos de animal es.

3.14.6. Pruebas de colonizacion y supervivencia bacteriana.

Se inocularon los ratones por via intranasal con 50 pl de una suspension
bacteriana que contenia 5 x 10° ufc A las 4, 6, 8, 12 y 24 horas post-infeccion, se
sacrificaron por duplicado grupos de tres ratones, y se recogié e bazo y pulmoén de
cada uno de €ellos. Estas visceras se maceraron en RPMI, se centrifugaron durante 5
minutos a 200 X g y se tomaron 100 pl del sobrenadante; con este volumen se
sembraron placas de agar chocolate, que se incubaron durante 36-48 horas a 37°C.
Transcurrido ese tiempo, se subcultivaron todas las colonias sospechosas en agar sangre

con una estria de estafilococo productor de NAD.

3.15. Transferrina porcina.
3.15.1. Saturacion con hierro.

La transferrina es e principal transportador de hierro extracelular en los fluidos
organicos sistémicos. En este estudio se utilizé transferrina porcina comercia (First
Link, UK, Ltd), que se saturG con hierro. Su preparacion se basd en los protocolos
descritos previamente por Herrington y Sparling (1985); Niven et al. (1989); Irwin et
al., (1993) y Gray-Owen et al. (1995).

Brevemente, primero se prepard una solucion de transferrina 68,5 mM, mediante
la disolucién en un tampdn de pH 5,5, compuesto por acetato sodico 0,1 M, fosfato
sodico monobésico 0,1 M y EDTA 25 mM. La solucion resultante se diaizo contra e
mismo tampdn, en una proporcidn 1:100, 3 veces durante 12 horas cada una, a 4°C, en
agitacion. Para ello, se empled una membrana “Visking Dialysis Tubing 20/32", de 16
mm de diametro de poro (Boehringer Ingelheim Bioproducts). Esta primera didlisis
tenia como finalidad eliminar cualquier complejo de hierro insoluble asociado con esta

glicoproteina
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A continuacion, se preparé un segundo tampon, de pH 8,6, constituido por
citrato sodico 100 mM y bicarbonato sddico 100 mM, en el que se disolvio cloruro
férrico a una concentracion 30 veces en exceso molar respecto de la transferrina, con €l
gue se diaizo la glicoproteina por cuarta vez, en las mismas condiciones anteriores.
Este segundo tampdn tenia por mision producir la fijacion del hierro alas moléculas de

transferrina porcina.

Para eliminar el hierro libre residual, se utilizaron columnas “HiTrap Desalting”
(Amersham Pharmacia Biotech), rellenas con e gel “Sephadex® G-25 5 x 5ml
superfino”, que fueron manejadas de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
filtracion de la muestra se efectud por duplicado con € fin de eliminar los complejos de
hierro insolubles y/o no fijados a la transferrina, que podrian interferir en sus
aplicaciones posteriores, filtrando en la columnalos 2 ml de transferrina dializada con 5
ml de solucion salinag, obteniendo en los primeros 2 ml latransferrina cargada con hierro
y en los 5 restantes sales con exceso de hierro libre, que podriainterferir en aplicaciones

posteriores de latransferrina. Lafiltracion de la muestra se efectud por duplicado.

El célculo de la concentracién de transferrina en la muestra obtenida se
determiné mediante un sistema de medicion de proteinas basado en la densidad Optica
(Bio-Rad Protein Assay). La muestra finalmente fue alicuotada y conservada de forma

indefinida, mediante congelacion a-20°C.

3.15.2. Ajuste del volumen y concentracion de transferrina cargada con

hierro paralainoculacion intranasal. Inéculo bacteriano.

Con anterioridad al comienzo de los estudios con suspensiones bacterianas y con
transferrina porcina cargada, se llevd a cabo un guste dd volumen optimo de
inoculacion intranasal, desde e punto de vista fisico. Se comprobaron los
inconvenientes y dificultades derivadas del uso de 3 volumenes representativos (20, 50
y 100 ul) de una suspension microbiana y de una solucion estandar de transferrina. Del

mismo modo se comprobaron también 3 concentraciones de transferrina.

Inéculo de transferrina. El volumen del inéculo de transferrina fue
determinado previo ensayo en la via intranasal. Se determiné como éptimo €l volumen
de 50 pl de transferrina disuelta en PBS. El dato fue resultado de un ensayo en & que se
probaron simultdneamente 2 volimenes (50 y 100 ul) y 3 concentraciones de
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transferrina (50, 100 y 400 pg/ml). En la Tabla 4 se muestra la distribucion de

volumenes y concentraciones de transferrina por lotes de ratones.
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Concentracion| Grupol . Grupo 2 . Control
detranderrina N ratones N°ratones ——
& (50 pl) (100 ) (sin inocular)
50 ug/ml 50 10 100 10 10
100 pg/ml 50 10 100 10 10
400 pg/ml 50 10 100 10 10

Tabla 3. Distribucion de volimenes y concentracion de transferrina para €l ajuste de transferrina.

Se utilizaron un total de 90 ratones de las condiciones descritas de peso y
sexo que fueron distribuidos en dos grupos, segun volumen, méas un tercero, no
inoculado, que actué como control. Los animales fueron mantenidos en observacion

1 semana. En los diferentes lotes fueron recogidos |os signos clinicos aparecidos.

Ladosis con un volumen de 50 ul y con una concentracion de 100 ug/ml fue
con la que se obtuvieron los mejores resultados, decidiéndose su utilizacién en los
experimentos siguientes. Las concentraciones menores fueron definidas como
insuficientes, mientras que las concentraciones mayores provocaban un
espesamiento del indculo de consecuencias graves o letales paralos animales. A la
dosis elegida, los animales no sufrian ateraciones evidentes. La preparacion de la
transferrinalo fue, inicialmente, de una solucién madre a una concentracion de 1,15
mg/ml y de un volumen de 4 ml. A partir de esta solucién madre se prepararon las

concentraciones de prueba. Las concentraciones manejadas fueron las siguientes:

Concentracion ~ Volumen solucion inicial Volumen de PBS Final
(ng/ml) detransferrina (ul) (ml) (ml)

50 171,9 3,826 4

100 3478 3,652 4

400 1400 2,600 4

Tabla 4. Preparacion de concentraciones de transferrina
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Inéculo bacteriano. Como en e caso anterior, la determinacion del
volumen éptimo paraincluir ladosis subletal de A. pleuropneumoniae fue objeto de
un ensayo inicia de gjuste, en € que se probaron 3 volimenes diferentes por via
intranasal: 25, 50 y 100 ul. Para la determinacion se utilizaron lotes de 10 ratones
mas | os correspondientes controles, que fueron inoculados con PBS, seguin se sefiala
en latabla siguiente, decidiéndose (como en el caso de latransferrina) la utilizacion

de un volumen de 50 ul en los ensayos posteriores:

Volumen Ratones . Controles Observaciones
. inoculados PBS
Inéeulo (ul)
5 10 5 Escaso volumen.
50 10 5 Respiracion norma,\I ..Acceso y
recuento fécil.
100 10 5 Respiracion poco normal.

Tabla 5. Inéculo bacteriano. Determinacion del volumen més idéneo

3.15.3. Viadeinfeccion.

Se utilizo la via intranasal, que es la via habitual de infeccion en e cerdo, €
hospedador natural de A. pleuropneumoniae. Esta via fue practicada con ayuda de una

micropipeta de 200 pl.

Para la aplicacién de anticuerpos monoclonales, en los estudios de deplecién de
neutrofilos, se utilizd la via intraperitoneal. Esta via fue practicada con ayuda de
jeringuillas de insulina de 1 ml de volumen, realizando la puncion en la parte izquierda

delalineamedia del abdomen del animal.

3.15.4 Preparacion del indculo bacteriano

Se utilizd la cepa CM5, del serotipo 1. La cepa fue sembrada en agar chocolate
comercial (Biomérieux) a 37°C durane 24 horas, resuspendiendo € crecimiento en
medio RPMI 1640 (Gibco) e incubando durante 8 horas, preparando después una serie
de diluciones utilizando e mismo medio, para poder asi obtener la dosis de inoculacion:
5 x 10° ufc. A partir de los viales alicuotados mantenidos en congelacion, se procedia
primero a descongelar y después a sembrar en PPLO enriquecido con extracto de
levadura mas NAD incubando a 37° C durante 18 horas. Se realizd una resiembra en e

mismo medio de cultivo recogiendo a cabo de 8 horas y resuspendiéndola en RPMI
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(suspension inicial). En este medio los microorganismos se mantuvieron e tiempo
suficiente (18 horas) para que, una vez disponibles los datos del recuento, mediante
diluciones decimales en € mismo diluyente (RPMI), pudiera gustarse la dosis de
infeccion a la dosis subletal en un volumen de 50 pl. Como se ha sefiadlado antes, €
medio de cultivo utilizado para € recuento fue PPLO enriquecido con extracto de

levadura, glucosay NAD.

3.15.5 Infeccion

El volumen de inoculacion via intranasal en la aplicacion de la suspension
bacteriana de A. pleuropneumoniae fue de 50 pl por ratén. Para facilitar la infeccion
natural, se utilizo el acceso directo a aparato respiratorio mediante la instilacion nasal
del microorganismo, dispensada con la punta fina para la micropipeta de 200 pl
procediendo a introducir € inoculo directamente en la fosa nasal del animal,
aprovechando € momento de lainspiracién para hacerla penetrar, introduciendo ademas
5 ul de soluc’n salina en la fosa nasal, con e fin de arrastrar |a parte del inéculo que

pudiera guedar depositada en |as fosas nasales.

3.15.6. Evaluacioén dela infeccién

El primer paso fue determinar las condiciones Optimas en las que se pueda
prolongar, hasta e maximo posible, la infeccion del ratén NMRI por A.

pleuropneumoni ae.

En este sentido, para facilitar lainfeccion natural, se manej6 e acceso directo a
aparato respiratorio mediante la ingtilacion nasal del microorganismo. En cada
experimento se gjusté siempre ladosisinicia de ufc/ml realizando un recuento en placa
de la suspension inoculada, con € fin de comprobar exactamente la cantidad de
bacterias inoculadas en el "tiempo 0" de cada experimento, e inoculando también las

diferentes dosis de transferrina una hora antes (-1) de lahoraO.

Los ratones fueron observados diariamente para detectar la presencia de signos
de infeccidn, e porcentaje de mortalidad y las lesiones en pulmones. La aparicion de
recuentos superiores a 5,6989 unidades logaritmicas de unidades formadoras de colonia
(ufc) 5 x 10° ufc) fue consideraba indicador de multiplicacién de A. pleuropneumoniae

en el pulmon.
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3.16. Disefio experimental

Aungue € ratén ha sido utilizado como modelo animal para € estudio de la
infeccion por A. pleuropneumoniae (més 0 menos idoneo para el estudio de lainfeccion
aguda) parece que resulta poco representativo para la reproduccion de la infeccion
cronica, sin embargo es muy valido par lainfeccion aguda, |0 que por otra parte parece
coherente, si se considera la probada especificidad de este agente por su hospedador
natural, el ganado porcino.

En esta parte del trabgo se llevaron a cabo distintos experimentos de prueba
consistentes en la inoculacion de animales con dosis diferentes de A. pleuropneumoniae
y de transferrina cargada con hierro con e propésito final de comprobar si laadicion de
este elemento se traducia en la prolongacion del aclaramiento de la bacteria 0 en su
multiplicacion en el modelo animal.

Resumidamente, e estudio incluyd diferentes formas de infeccion, Unicamente
la infeccion, inoculaciones con transferrina e infecciones y finalmente inoculaciones
intranasales solo con transferrina. En todos los casos, los grupos testigo fueron
administrados con volUmenes idénticos a de prueba, de PBS.

Se llevaron a cabo varios experimentos. En cada uno de ellos se manejaron
diferentes grupos de ratones segin e proposito y, segun éste, se llevaron a cabo

muestreos por sacrificio en distintas horas y hasta distintos limites.

3.17. Estudios de supervivencia y/o multiplicacién de A. pleuropneumoniae
en ratones NMRI utilizando diferentes dosis. Influencia de la administracion de

transferrina sérica porcina.

3.17.1. Estudios de supervivencia y/o multiplicacion utilizando Unicamente

A. pleuropneumoniae.

Con caracter general, se pesaron los pulmones de los animales y |os recuentos se
llevaron a cabo a partir de un triturado de los pulmones en bolsas de plastico estériles
para Stomacher, cada una con 2 ml de medio RPMI — 1640. Una vez homogenizado con
ayuda de una maza de mortero, se hizo una medicion del volumen final (pulmoén +
RPMI) en tubos estériles, que se centrifugaron a 1000 rpm durante 30 segundos. A
partir del sobrenadante se realizaron diluciones decimales sembrando 100 pl de muestra
por duplicado en placas de medio agar PPLO + 5% de extracto de levadura + 0,1% de
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ureasa y 0,025 % de NAD (Sigma), incubando de 18 a 24 h a 37°C, redizando €

recuento de ufc/ml por placa

Infeccion
Experimento Pruebas Animales A. pleuropneumoniae Punto Horario
1 Supervivencia
16 258 A. pleuropneumoniae Oha120h

RatonesNMRI

Supervivencia A.

2 3 48 pleuropneumoniae Oh a168h

Ratones Balb/c

Tabla 6. Pruebas de supervivenciade A. pleuropneumoniae en pulmones de ratones.

En cada tiempo de sacrificio de los ratones, los pulmones fueron previamente
analizados anotando las lesiones macroscopicas, y posteriormente para su estudio

anatomopatol 6gico se tomaron muestras que se conservaron en formol al 10%.

3.17.2. Estudios con transferrina. Influencia de la administracion de
transferrina sérica porcina en la supervivencia y multiplicacion de A.

pleuropneumoniae en €l raton.

Con caréacter general, los estudios incluyeron 4 |otes de ratones que se describen
a continuacion (tabla7) sometiendo atodos alas mismas condiciones experimentales y a

lainoculacion por viaintranasal.

Grupos Animales Volumen
Infectados (Dosis subletal)
(control de infeccion) 50 ul (5 x 10° ufcde App)

Infectados 50 pl (5 x 10° ufc de App)
y transferrina 50 ul (100 pg/ml)
Solo transferrina 50 wl (100 pg/ml)
Control 50 wl (Solo PBS)

Tabla 7. Grupos de animales en estudios con transferrina porcina.

El tiempo total estimado de cada experimento fue de 216 horas (9 dias) con
intervalos de 24 horas en cada muestreo (por sacrificio), a diferencia de los 2 primeros
dias en que € intervalo de muestreo fue de 3, 6, 12, 24 y 36 horas y desde agui, alos 2,
3,4,5,6,7, 8,9y 10 dias. Como pauta genera siempre se aplico latransferrina 2 horas
antes de la infeccion, aungue se incluyeron también otras variaciones, mangjando €l
tiempo de inicio como €l tiempo O, justo en e momento de la infeccidn de los ratones
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con la suspension bacteriana.

Los diferentes lotes fueron observados diariamente, recogiendo signos clinicos y
anotando la mortalidad correspondiente. La eutanasia se llevd a cabo mediante
dislocacion cervical y seguidamente fue practicada lanecropsia. A 10s animales muertos

se les proceso del mismo modo.

Brevemente, |os ratones se sacaron de las jaulas del armario de flujo, estériles, y
se llevaron directamente a la campana de flujo laminar, donde fueron eutanasiados. Se
procedi6 a su diseccién, por planos, extrayendo los pulmones en condiciones asépticas.
Se anoto la presencia, extension y carécter de las lesiones macroscopicas y se procedio

al pesgjeindividual.

Experimento Prigk?as Animales pleuroprgﬁmoniae transferrina HpoL:gtr(i)o
1 5 s App s0ugm  Oha216h

2 4 48 jeones App 100pgm  O0ha216h

3 4 70 arones App 40ugm  Oha216h

4 (‘jfgg)o' 10 1O raones App ] Oha216h
S(T%]tsr)d 1 14Nrsltoer1es PBS i Oha2l6h

Tabla 8. Tres experimentos con distintas dosis de transferrina (50, 100 y 400 pg) para
comprobar su influencia en la supervivencia y/o multiplicacion de A. pleuropneumoniae.

En esta parte de los ensayos de supervivencia los experimentos se manejaron
con la aplicacion de 3 concentraciones diferentes de transferrina porcina, la suspension

bacteriana de A. pleuropneumoniae y su correspondiente grupo control.

En las primeras pruebas de gjuste de la concentracion de transferrina se
organizaron cinco grupos de ratones: el primero fue infectado con la cepa CM5 de A.
pleuropneumoniae solamente (control de infeccién); el segundo recibié por la misma
via 50 pl de transferrina porcina saturada con hierro 50 pg/ml; € tercero fue inoculado
con 100 pg/ml de transferrina (en e mismo volumen de 50 ul) y e cuarto con 400
pg/ml en un volumen idéntico (50 ul). En los tres casos, la transferrina fue suministrada

en una dosis Unica 2 h antes de la infeccion. El quinto grupo fue inoculado Unicamente
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con PBS (control ni infectado ni tratado con transferrinag).

Los ratones infectados que no recibieron transferrina fueron sacrificados en
diferentes intervalos de tiempo tras la inoculacién, normalmente cada dos o cuatro
horas. El seguimiento de este lote se prolongé durante cuatro dias. Los animales
pertenecientes a grupo infectado e inoculado con transferrina fueron sacrificados en
intervalos mayores. En este experimento, la observacion se mantuvo cuatro dias y
medio y, a partir de los resultados obtenidos, las observaciones se ampliaron mas
tiempo, con € fin de conocer durante cuanto tiempo més sobrevivian las bacterias

inocul adas.

Después de conocer |os resultados de estos cinco grupos de prueba se incorpord
un nuevo experimento administrando, en las mismas condiciones descritas, 100 ug de
transferrina a ratones BALB/c nude SPF, que posteriormente fueron infectados con una
dosis subletal de A. pleuropneumoniae.

3.18. Estudio de la actividad anticomplementaria y su influencia en la

infeccion murina por A. pleuropneumoniae

3.18.1 Estudio de la implicacion del complemento en la susceptibilidad o

resistenciafrentea A. pleuropneumoniae en el modelo murino
3.18.1.1 Anestesiay eutanasia
Serealiz6 como en el estudio de supervivencia (ver apartado 4.13.1)
3.18.1.2 Veneno de Cobra

Para la descomplementacion del suero de los ratones se utilizd veneno de cobra
Naja (Sigma, St. Louis MO, USA) administrado por viaintraperitoneal .

3.18.1.3. Preparacion del veneno de cobra

Para la preparacion de la solucién madre de veneno de cobra, se utilizd 1 mg de
veneno de cobra (Naja haje, Egyptian cobra) suspendido en 5 ml de PBS de pH 7,4,
centrifugando a 5000 rpm durante 20 minutos, a fin de eliminar impurezas,
distribuyéndose en aicuotas de 0,2 ml en tubos eppendorf y mantenidos a -20°C. En €
momento de ser utilizadas fueron descongeladas y reconstituidas con 1,8 ml de PBS

para preparar las diluciones del veneno.
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Como dosis de referencia del veneno de cobra se utilizd la DLsg que asciende a
1,75 mg/kg de peso raton (Norris, 1989), preparandose con ésta las diluciones utilizadas

en las diferentes pruebas.
3.18.1.4. Dosis letal (DL 50) y subletal (DSL) del veneno de cobra.

Con e mismo protocolo descrito en e apartado 4.13.4., y a partir de laDL s, de
referencia y confirmada, se determiné la dosis subletal (DSL) definida como una dosis
Optima final en la que logrando la descomplementacion del animal, se conseguia

mantener con vida atodos los animales alas 48 h post-inoculacion.

La prueba se realizd con un total de 24 ratones como se ha indicado, €l proposito
fue confirmar la DL sy de referencia utilizada por Norris (1999), mediante € método de
Reed y Muench (1938), definiendo, ademés, una dosis subletal (entre la minima efectiva
y la maxima de tolerancia aparente) y una dosis de mantenimiento, para €l tratamiento

de los animales en | os diferentes puntos horarios.

Se prepararon 5 concentraciones de veneno de cobra (Tabla 8), ensayando cada
una en lotes de 6 ratones, inoculando cada ratébn NMRI (hembras de 30 g) con 200 pl
por via intraperitoneal. La toxicidad del veneno fue corroborada en términos de DL s

segun Reed y Muench. Se utilizaron controles inoculados con PBS.

Concentracion Dosisy Volumen final
1 0,01875 mg/kg 13,39 ul + 86,61 ul PBS
2 0,0375 mg/kg 26,78 pul + 173,22 yl PBS
3 0,0525 mg/kg 37,5l + 162,5 ul PBS
4 0,0750 mg/kg 53,5ul + 146,5ul PBS
5 0,0900 mg/kg 64,2 ml + 135,8 ml PBS
Tabla 9. Preparacion delas cinco dosis del veneno de cobra, inoculando 200 pl por cadaraton
NMRI.

Los animales fueron mantenidos en observacion durante un periodo de 48 horas
registrandose diferentes sintomas y el niUmero de muertes por cada dosis. Los animales
del grupo control seinyectaron con 0,200 pl de PBS utilizando laviaintraperitoneal .

3.18.1.5. Descomplementacién del suero de los animales.

Para la descomplementacion del suero de los animales, la inoculacion del
veneno de cobra se llevd a cabo siempre antes de lainfeccion con A. pleuropneumoniae
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en diferentes tiempos, dependiendo del grupo de estudio.

Las dosis de veneno cobra utilizadas, parala dosisinicial de tratamiento y en su
caso, dosis de mantenimiento (hasta 3 dosis de mantenimiento en algunos grupos), se
recogen en latabla 10.

Concentracion Aplicacién
0,0375 mg/kg = 26,78ul + 73,22l PBS Dosisinicial (sub-letal)
0,0187 mg/kg = 13,39ul + 86,61l PBS Segunda aplicacion (1er manteni miento)
0,0187 mg/kg =13,39ul + 73,22l PBS Tercera aplicacion (2° mantenimiento)
0,0187 mg/kg= 13,39ul + 86,61l PBS Cuarta aplicacion (3er mantenimiento)

Tabla 10. Dosisde inicio y mantenimiento de Veneno de Cobra (VC).

3.18.1.6. Preparacion einfeccion con Actinobacillus pleuropneumoniae.

El modo de preparacion de la suspension bacteriana se describe en e capitulo
anterior. Se utilizé siempre una dosis infecciosa de 5 x10° ufc de A. pleuropneumoniae

serotipo 1 en un volumen por dosis de 50 pl.

La inoculacion de A. pleuropneumoniae fue por via intranasal, anestesiando con
hal otano durante 18 segundos, esperando a que & animal aspiraralos 50 pl y esperando

después a que se reincorporase €l raton.

Los pulmones de muestra se tomaran por medio de la técnica de diseccion de
planos, piel, misculo y cavidad toracica, con instrumental estéril.

3.18.2. Estudios de supervivencia y/o multiplicaciéon de A. pleuropneumoniae

en ratones, utilizando veneno de cobra.

La metodologia para producir la infeccién en los animales de laboratorio se

adaptd a model o experimental descrito en apartados anteriores.

Utilizando la misma cepa de A. pleuropneumoniae serotipo 1, una vez
descongelada y controlado su crecimiento, quedd lista para la inoculacién de los
respectivos grupos de animales.

En todos |os lotes, se anotaron todos |os signos clinicos observados. La eutanasia
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se llevd a cabo mediante dislocacion cervical y seguidamente fue practicada la
necropsia. Una vez efectuada la extraccion de los pulmones en condiciones asépticas, en
una cabina de flujo laminar, se anoté la extension y distribucion de las lesiones visibles
macroscopicamente y se pesd este érgano, antes de proceder a su macerado. A los

animales muertos se les procesd de igual modo.

A continuacion, los pulmones fueron introducidos en una bolsa de “ Stomacher”
estéril, junto con 2 ml de medio RPMI 1640, y triturados con la ayuda de una maza de
mortero. Posteriormente, este material fue transferido a un tubo de centrifugay, unavez
calculado & volumen final correspondiente a pulmén y a medio de cultivo, se reaizo
una centrifugacion para recoger €l sobrenadante, a partir del cual se efectuaron las
diluciones decimales correspondientes. Por dltimo, se sembraron 100 ul de cada
dilucion y animal muerto o sacrificado, por duplicado. El recuento bacteriano se llevo a
cabo alas 24 horas de laincubacion. Se utilizd medio RPMI 1640 paralas dilucionesyy,
como medio de siembra, agar PPLO (Difco) suplementado con un 5 % de extracto de
levadura, un 0,025 % de NAD y un 0,1 % de glucosa.

La administracion de dosis de veneno de cobra con la que fueron
descomplementados los diversos grupos de ratones lo fue por via intramuscular en un
volumen de 100 ul. Durante & tiempo de observacion, se llevo a cabo un recuento del
nimero de muertos y supervivientes. Los sintomas que se recogieron a lo largo del
experimento fueron sindrome febril, caracterizado por apatia, pelo erizado y temblores,
comenzando estos sintomas a partir del primer dia post-infeccion.

Se mangjaron 6 grupos de ratones por experimento, que podian agruparse en 3
niveles que incluyeron 2 grupos controles (E y F) y 4 de prueba (A, B, C, D) con un

total de 24 animales por tiempo (arazén de una media de 3 animales por punto horario).
1)  Grupo inoculado con A. pleuropneumoniae y veneno de cobra.

De este grupo (grupo de prueba) se plantearon 4 versiones, modificadas en
funcion de la pauta de administracion del veneno de cobra y mas repeticiones de

mantenimiento, seguin el caso (ver despues). (A, B, C, D).
2)  Grupo inoculado solo con A. pleuropneumoniae (E).
3)  Grupo inoculado solo con veneno de cobra (F).

El tiempo estimado de cada experimento fue de 7 dias, con intervalos de 24
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horas entre cada muestreo. Se considero tiempo 0 horas el momento de la inoculacion

de los ratones con A. pleuropneumoniae.

Se llevaron a cabo un total de 3 experimentos con los siguientes inoculos de A.
pleuopneumoniae: Grupo A: En la hora 0, exclusivamente, inoculacion de veneno de
cobra y la dosis infecciosa de A. pleuropneumoniae. Grupo B: 12 horas antes de la
infeccion, inoculacion de la primera dosis de veneno de cobra. Dosis de mantenimiento
del veneno de cobra en las horas +12, +28,+40 y +52. Grupo C: Previo alainfeccion,
se administré una primera dosis de veneno de cobra pre-infeccion 40 horas antes (-40) y
dosis de mantenimiento de veneno de cobra en las siguientes horas antes de la infeccion:
-28 y -16 h. Después de la infeccion, volvieron a administrarse nuevas dosis de
mantenimiento en las horas +12 y +52 post-infeccion. Grupo D: Previo ala infeccion,
primera dosis con veneno de cobraalas-24h y 2 dosis de mantenimiento en las horas -
20y -12. Después de la infeccion nuevas dosis de mantenimiento en las horas +16, +28
y +52 post-infeccion. Grupo E: control supervivencia de A. pleuropneumoniae,
infeccion con A. pleuropneumoniae en la hora cero. No hay administracion de veneno
de cobra. Grupo F: Control veneno de cobra: primera dosis a -40h y dosis de
mantenimiento en las horas -36, -28 y -16. Nuevas dosis de mantenimiento en las horas
Oy +12.

infeccion | Tratamiento
App Veneno

Grupo/Horas |40 h 436 h {28 h-[ 24 h-| 20 h-| 16 h-| 12 h- hora 0 12h[16h|[28h|40h|52h
A App vch
B vch | App vch veb | veb | veb
C VC vch vch App vch vch
D vc | vch veh [ App veb | veb vch
E App
F vc | veb | veb vch vch vch

Tabla 11. Calendario de infeccidn con A. pleuropneumoniae e inoculacion de veneno de cobra.
VC: inoculaciones con veneno de cobra, primera dosis (0,0375 mg/kg de peso). VCh: segunda
inoculacion de veneno de cobra (0,0187 mg/kg de peso).

3.18.3. Recuento general de Actinobacillus pleuropneumoniae con

inoculaciones de veneno de cobra en diferentes puntos horarios.

Se llevaron a cabo 3 experimentos con 6 grupos de 24 ratones cada uno

(hembras de 30 gr) NMRI. La inoculacién de A. pleuropneumoniae fue por via
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intranasal, con una concentracién de (5 x 10° ufc), degjando 10 segundos de
respiracion, esperando a que se reincorporara el ratén. Los animales inoculados se

mantuvieron separados por lotes en diferentes jaul as marcadas por grupos.

Experimento /Horas| UFCIml | 4h | 28h | 52h | 76h | 100 | 124n | 148h | 172h
1) ABCDE

) ABCDE

3 ABCDE
Tabla 12. Recuento de tres experimentos en ratones NMRI (hembras 30 g) inoculados con

dosis subletales de A. pleuropneumoniae y tratados con veneno de cobra en un periodo de 0
al72 h. Total por grupo n=24; por punto horario=3 animales.

3.19. La inmunidad innata celular en la resistencia a la infeccion por A.
pleuropneumoniae. Influencia de los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) en la
supervivencia y/o multiplicacion de A. pleuropneumoniae en €l ratén

El estudio pretende analizar la respuesta celular innata frente a la infeccion por
A. pleuropneumoniae determinando los cambios acaecidos en las células periféricas de

la serie blanca en particular en relacion con los PMN y monocitos.

3.19.1 Animales de experimentacion utilizados

En los ensayos de produccion de anticuerpos monoclonales, se utilizaron ratones
atimicos*inbred” BALB/c, nude SPF (Charles River, Wilmington, Barcelona, Esparia)

3.19.2 Anticuer po monoclonal frente a neutr 6filos (PMN) deratén

Se utiliz6 e anticuerpo monoclonal Ly-6G (clon RB6-8C5) previamente descrito
por Hestdal et al., 1991. El hibridoma productor fue amablemente proporcionado por el
Dr. Ignacio Rodriguez Barbosa; con su ayuda se pudo llevar a cabo € estudio de
caracterizacion de las poblaciones de neutrofilos y eosinéfilos presentes en la fraccion
de células polimorfonucleares de sangre periférica de ratdn (Tepper et al., 1992). Para
su obtencion, los hibridomas se inocularon en 10 ratones atimicos desnudos (*inbred”
BALBI/c, nude) de 8 semanas de edad.
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Inicialmente, e criotubo conteniendo el hibridoma se extrgo del nitrogeno
liquido y se sumergié inmediatamente en un bafio maria a 37°C, manteniéndole en
agitacion suave hasta su descongelacion. Posteriormente las células fueron diluidas
anadiendo 50 ml de medio de cultivo RPMI 1640, centrifugando a 1000 rpm durante 10
minutos, repitiendo €l lavado dos veces. Se estimo la viabilidad celular (mediante un
control por tincion vital con azul tripan) y se propagaron en frascos de 75 ml (TPP)
conteniendo 25 ml de medio de cultivo RPM1 1640 suplementado con 10 % de suero
fetal bovino, 200 mM de L-Glutamina, antibiéticos y fungistéticos (penicilina 1.000
Ul/ml, estreptomicina 0,2 mg/ml y anfotericina B 0,25 mg/ml) (Invitrogen). Las células

se cultivaron a 37°C en una atmosferacon 5 % de CO..

Con anterioridad a lainoculacion del hibridoma, os animales fueron inoculados
con 500 ul de pristano por via intraperitoneal, blogueando de esta manera € drengje
linfatico peritoneal, manteniéndoles en reposo durante 10 dias. Al cabo de este tiempo,
se inocul 6 a todos por la misma via, una suspensién que contenia un total de 10° células

en un volumen de 300 ul de PBS estéril.

Entre 20 y 30 dias después de la inoculacion del hibridoma, y dependiendo del
volumen abdominal de los animales, se procedio ala extraccion del liquido ascitico. Se
Ilevaron a cabo dos extracciones por drengje, separadas entre 3 y 4 dias, dependiendo de
las condiciones de recuperacion del animal. Se utilizaron agujas de 25 x 1,1 mm y
jeringuillas de 1 ml. Después de la extraccion los animales fueron sacrificados mediante

dislocacion cervical.

El liquido ascitico recogido, se mantuvo en reposo 18 h a 4° C y posteriormente
fue centrifugado durante 7 minutos a 1.000 rpm, con €& fin de sedimentar restos
celulares, codgulos de fibrinay € pristano, que posteriormente fueron eliminados por
decantacion. El liquido sobrenadante fue filtrado por lana de vidrio estéril, adicionando
0,02 % de azida sodica como conservante, distribuyéndolo en alicuotas de 100 pul, que

fueron almacenadas a-80° C.

3.19.3. Diseflo y desarrollo delos experimentos

Todos los grupos de ratones, tanto en e experimento principal como en los
experimentos complementarios, fueron observados hasta un total de 15 dias a partir de
lafechadeinfeccion. Enlosdias 1, 2, 3, 6, 10 y 15 se procedi6 a sacrificio (eutanasia)
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de animales y toma de muestras de pulmoén para el recuento bacteriano y, en su caso, de
sangre para la determinacion del porcentaje relativo de neutréfilos sobre e total de

elementos formes sanguineos.

3.19.4. Recogida y obtencion de muestras
3.19.4.1 Muestrasde sangre

3.19.4.1.1. Estudio de neutréfilos. Recuento diferencial directo al

microscopio de PMN.

Inmediatamente después de proceder al corte transversal de la vena caudal, se
tomaron de 2 a 3 gotas de sangre y se dispusieron en € borde de un portaobjetos,
procediéndose a su extensién y tincidn por € método de Giemsa (apartado 4.2). Sellevd
a cabo un recuento directo y diferencial de las poblaciones celulares en los siguientes
dias: 4° antes de lainfeccion; e diade lainfeccion (dia0) y, como se ha sefialado antes,
coincidiendo con € sacrificio paralarecogida de los pulmones, losdias 1, 2, 34,6y 15
post infeccidn, refiriendo los datos de un total de 20 campos y expresando € valor final

como una mediade PMN por campo.

3.19.4.1.2. Estudio de poblaciones celulares.

La sangre total de los ratones fue recogida del plexo venoso orbital, paralo cual
los ratones eran anestesiados previamente con isoflourano. Para la extraccion se utilizo
un microcapilar con EDTA vy, la sangre era depositada en un tubo eppendorf
conteniendo 15 pl de EDTA 2,5 mM. Por cada extraccion se recogio un volumen de 500

ul.

3.19.4.1.2.1. Recuento celular directo, al microscopio

Para conocer € numero total de neutréfilos viables (PMN) se empled en
colorante azul de tripan al 0,4 % (Sigma). Se tomo una alicuota (10 ul) de la suspension
celular y serealizo unadilucién 1:10 en azul tripan (90 ul). Lamezcla se introdujo en la
camara de Neubauer y se observé al microscopio, contando |os neutrofilos presentes en
los cuatro cuadros grandes. Se obtuvo la media que, multiplicada por e factor de
dilucién (10), por 10* y por e volumen final de la suspensién celular, proporciona el

numero de neutrofilos totales por ml.
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3.19.4.1.2.2 Separacion de células mononucleares (linfocitos y monocitos,

PBM C -Peripheral Blood Mononuclear Cell-) de sangre periférica

Los PBMC fueron separados de la sangre total mediante un gradiente de Ficoll
(Amhershan). La sangre se diluia 1:4 en Dulbecco's PBS (D-PBS; Invitrogen) y
después se anadia sobre e gradiente de Ficoll (1 ml), centrifugando a 1800 rpm durante
30 minutos a temperatura ambiente. La interfase (donde se encontraban los
mononucleares) se recogioé con la ayuda de una pipeta 'y se lavd 3 veces con D-PBS
conteniendo 2 % SFB (suero bovino fetal), centrifugando a 1200 rpm durante 10
minutos. Los PBMC eran, finalmente, resuspendidos en 2 ml de D-PBS 2 % SFB y

mantenidos a4 °C hasta €l recuento celular, por citometria de flujo.

3.19.4.1.2.3. Separacion de polimorfonuclear es neutr 6filos (PMN) de sangre
periférica

Después de obtener los PBMC, con la ayuda de una pipeta Pasteur se elimind el
plasmadiluido y & Ficoll, manteniendo € pellet de eritrocitos y granulocitos en € tubo.
Los gldbulos rojos fueron sometidos a una lisis osmética mediante la adicion de 9 ml de
agua destilada fria (estéril) durante 30 segundos a temperatura ambiente. EI choque
osmoatico fue frenado mediante la adicion de 3 ml de CINa a 3,5 %. Se completo €
volumen del tubo con D-PBS 2% SFB y se centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos.
Tras findizar la centrifugacion, los PMN fueron resuspendidos en 2 ml de D-PBS 2%

SFB y mantenidos a4 °C hasta el recuento celular, por citometria de flujo
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3.19.4.1.2.4. Analisis por citometria deflujo.
Mar caj e directo con los anticuer pos monoclonales L y-6G (neutr 6filos)

El marcaje se realizd en placas de 96 pocillos con fondo en V (Nunc), afiadiendo
5x10° céulas por pocillo. Se centrifugaron a 1200 rpm durante 2 minutos y se
eliminaron los sobrenadantes. Las células se dispersaron con ayuda de un
homogenizador (MS2 Minishaker IKA) y se incubaron durante 20 minutos a 4 °C con
50 pl del anticuerpo monoclonal Ly-6G (clon RB6-8C5) marcado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (BD-Pharmingen) previamente diluido en tampon FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting) (D-PBS,1% BSA y 0,01% de azida sodica) a
razén de 0,2 pg de anticuerpo por 5x10° células. Una vez finalizada la incubacién, las
células se lavaron 3 veces con 200 ul de FACS y después se transfirieron a los tubos de
citometria que contenian 400ul de FACS. A todos los tubos se afiadieron 2 ug de ioduro
de propidio, para determinar y excluir del andisis las células muertas. Todo e proceso
se llevd a cabo de modo independiente, tanto en el caso de monolitos (sobrenadante)
como en & caso de granulocitos (pellet) a partir de la sangre obtenida y procesada por
gradiente de Ficoll.

Andlisis. Las cdlulas se analizaron en un citometro de flujo FACscan (Becton
Dickinson). Se empleo e programa CELL Quest® para gustar los parametros de
adquisicion de las muestras. Los datos obtenidos del citébmetro fueron analizados en €
programa CXP Analysis (Beckman Coulter). Los resultados obtenidos se analizaron con
el programa informético GraphPad Prism (version 5.0) se utilizé la prueba de One-way
analysis of variance (ANOVA) y € post test de Tukey's Multiple Comparison Test, para
determinar se existian diferencias significativas entre los distintos dias pre y post
infeccion. Se considero que habia diferencias significativas cuando € valor de P era

inferior 0,05. Se comparo € dia pre infeccion con los dias post infeccion.

3.19.4.2. Sacrificio, toma y procesamiento de muestras de pulmon para €
estudio de la supervivencia de A. pleuropneumoniae.

A partir de los pulmones de los animales sacrificados mediante eutanasia, de
todos los grupos  (losdias 1, 2, 3, 6, 10 y 15), se procedi6 a sacrificio (eutanasia) y
toma de muestras de pulmén en condiciones asépticas, para llevar a cabo recuentos de

A. pleuropneumoniae, expresando €l resultado en ufc/ml.
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3.19.5. Experimentos, pruebasy deter minaciones.

Para €l estudio de las poblaciones celulares y la supervivencia de A.
pleuropneumoniae en las poblaciones de ratones después del tratamiento con €
anticuerpo monoclonal Ly-6G (anti-neutrdfilos), se llevd a cabo un experimento

principal y varias pruebas complementarias, segun se detalla a continuacion.
3.19.5.1. Experimento principal.

Tuvo por objeto e estudio comparado, en 5 grupos (1-5) de 30 ratones NMRI,
infectados y tratados (incluyendo controles) en los términos que se sefidla en la Tabla
13, de la supervivencia de una DSL de A. pleuropneumoniae de 5 x 10° ufc (equivalente
a 5,6989 log 10 de ufc, en un volumen de 50 pl, por via intranasal, mediante e mismo
procedimiento descrito en € apartado 4.14. Siempre e momento de infeccion se
considerd e punto de partida del experimento (dia 0). El anticuerpo monoclonal Ly-6G
se administro por via intravenosa en un volumen de 300 pl en los tres dias antes de la
infeccion (72, 48 y 24 horas). Después de la infeccidon se administraron 100 pl los dias
2,6y 15 (48, 144 y 360 horas). La transferrina porcina cargada con hierro (100 pg/ml),
se administré por via intranasal en un volumen de 50 pl y siempre simultaneamente
(dia 0, 3 horas post-infeccion) alainfeccion. Los ratones se mantuvieron en el curso del
experimento en racs ventilados con un sistema de flujo de aire filtrado y temperatura
controlada (ver apartado 4.11). Todos los animales fueron observados durante en un
periodo de hasta 15 dias.

Administracion, por viaintranasal, de una suspension de 5x10° ufc/ml de A.

Grupo 1 pleuropneumoniae (dia0). Por lamismavia 100 pug/ml (50 pl) de transferrina Grupo de
(30 animales) porcina sérica cargada con Fe (dia 0). Administracion, por viaintravenosa, de Prueba: App + tf
300 pl del Ac monoclonal antes de lainfeccion (dias -3,-2,-1) y 100 pl post +AcMc
infeccion (dias2, 6y 15).
Grupo2 Administracic}n, por viaintranaslal, de una suspen;i F’)n dg 5x10°ufc/ml de A, Grupo de
(30 animales) pleuropneumoniae (dia0). Por viaintravenosa, administracion de 300 ul del Ac~ Prueba: App +
monoclonal (dias-3, -2, -1) y 100 pl post infeccion (dias 2, 6y 15). AcMc
Administracion, por viaintranasal, de 100 pg/mi (50 pl) de transferrina sérica Grupo de
Grupo 3 porcina cargada con Fe (dia0). Administracion, por viaintravenosa, de 300 pl Prueba: tf +
(30 animales) del anticuerpo monoclonal (dias -3, -2, -1) y de 100 pl post infeccién los dias 2, AcMc
6y 15
Grupo4 Administracion, por viaintranasal, de una suspensién de una suspension de Control de.
(30 animales) 5x10° ufc/ml de A. pleuropneumoniae (dia 0) supervivencia
) ) (solo infeccidn)
Grupo5 _Ra_ltones sin infectar ni tratar; ar]in_wales utilizados como control general, Testigo de
(30 animales) administrando 100 pl de PBS por viaintranasal (2, 6y 15) y 300 ul de PBS por animal es sanos

viaintravenosa (-3, -2y -1) PBS

Tabla 13: Resumen de grupos experimentales en el estudio de PMN en la resistencia murina frente la
infeccion por A. pleuropneumoniae.
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3.19.5.2. Experimentosy pruebas complementarias.
Seincluyeron | as siguientes pruebas y determinaciones:

1) Estudio de la poblacion de neutr 6filos (porcentaje relativo sobre € total de
elementos formes de la sangre) en ratones tratados con € anticuer po monoclonal Ly-
6G. Sellevo a cabo en 4 grupos de prueba (A-D) y un control, de 30 ratones cada uno,
que fueron inoculados con e anticuerpo monoclonal por viaintravenosa, a razén de 300
ul antes de la infeccion (dias -3,-2,-1) y 100 pl post infeccion (dias 2, 6 y 15). Los
animales fueron muestreados en lotes de 5, 6 vecesalo largo de los 15 dias de duracién
del experimento, los dias 1, 2, 3, 6, 10 y 15. La sangre fue obtenida en las condiciones
sefidadas anteriormente. Los resultados fueron ofrecidos como una media de cada

grupo de 5 animales.

2) Estudio de la poblacién de neutréfilos (porcentaje relativo sobre € total de
elementos formes de la sangre) en ratones tratados con € anticuer po monoclonal Ly-
6G y transferrina porcina cargada con hierro. El tratamiento con € anticuerpo
monoclonal fue e mismo que se describe en €l apartado anterior. En lo que se refiere a
tratamiento con transferrina porcina, se llevd a cabo a razon de 100 pg/ml de
transferrina porcina saturada con hierro, en un volumen de 50 ul, siempre dos horas
antes de la infeccion. El estudio se llevo a cabo a partir de 6 pruebas realizadas con
grupos de 30 ratones, como en el caso anterior, en grupos de 5 animales por cada punto
de muestreo, ofreciendo los resultados como una media. Se incorpord, ademas, un
grupo adicional de control, sin tratamiento alguno, que fue objeto de los mismos

muestreos que |os grupos de prueba.

3) Estudio de la poblacion de neutréfilos en un grupo adicional, considerado
control general, de 30 animales, que fueron muestreados los dias 1,2, 3, 6, 10 y 15.
Cada dia se muestrearon lotes de 5 animales, estableciendo € resultado como una

media

3.20. Preparacion de una bacterina de A. pleuropneumoniae y su aplicacion
en un modelo murino experimental con ratones NMRI

3.20.1 Cepautilizada

Se utiliz6 la misma cepa del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae, que se ha
referido en otros capitulos (CM5).
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3.20.2. Hemalisinas (Apx | y I1)

La cepa bacteriana se mantenia conservada en congelacion profunda (-80° C).
Para comenzar € trabgo se siembra una aicuota en agar chocolate o PPLO
enriquecidos con 20 mg/l de NAD (Sigma) y se comprueba la ausencia de
contaminaciones y algunas caracteristicas fundamentales, como la dependencia del
factor V de coagulacion de la sangre, |a actividad hemolitica, factor CAMP, produccion
de ureasa, etc., incluyendo su aglutinacion con sueros especificos para ratificar €
serotipo. Unavez reaizado esto se contintia con el procedimiento.

A partir de crecimiento fresco de 18 h o menos, de una densidad Optica (ODsso)
de 0,1, se inocula en caldo PPLO enriquecido con NAD, isovitalex 1%, extracto de
levadura al 10% (Pronadisa) y Cl,Ca 10 mM. Se incuba en un agitador orbital hasta una
OD de 1. Serecoge € crecimiento y a partir de una muestra se preparan diluciones para
llevar acabo el recuento en ufc/ml.

Después de centrifugar a 2.000 rpm durante 5 minutos, se separa € sedimento
celular del sobrenadante, se filtra este Ultimo y se toma una aicuota para vaorar la
actividad hemolitica y concentracion de proteinas. El pellet se resuspende en PBS,
previo calculo de las ufc/ml. Tras este paso inactivamos con formaldehido a 5 %o tanto
células como sobrenadante, incubando durante 18 h a37° C.

Después se procede a concentrar el sobrenadante con filtros de ultracentrifuga de
10 KDay nuevamente se valoran proteina y actividad hemolitica. Paralelamente, se han
extraido ThpBs enriqueciendo €l sobrenadante con de deoxicolato sodico (DOC) a
0,075 % y se ha procedido a inactivar de la misma forma que antes. Igualmente se
concentra con filtros de ultracentrifuga y se valora la concentracion de proteina. Para
evidenciar la existencia de las proteinas en las que pretendemos enriquecer los
sobrenadantes se lleva a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
seguido de tincion con azul de Coomassie.

Latoxina Apx | es fuertemente hemoliticay la Apx Il es débilmente hemolitica.
Para cuantificar la presencia de las dos toxinas se utiliz6 € método de Martin et al.,
(1985) modificado. Se utilizaron globulos rojos de cordero a 5 % (Biomeérieux) lavados
tresvecesen TBS-Cade pH 7,5 [Tris-CIH 10 mM (Gibco), 0,9% NaCl (Sigma), Cl,Ca
10 mM (Panreac)] a una concentracion del 0,75 %. Para proporcionar €l control positivo
se mezclaron una parte de hematies a 1,5 % en tres partes de agua destilada con €l fin
de obtener una absorbancia a 541 nm del producto de la lisis completa de los mismos.
Se practicaron diluciones dobles de |os sobrenadantes a valorar en volumenes de 0,5 ml
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y se afadié un volumen igual de globulos rojos lavados a 0,75 %. El control negativo
se obtuvo disponiendo TBS en vez de la muestra. A continuacion se incubaron a 37° C
durante 2 horas y posteriormente se centrifugaron durante 10 minutos a 3.000 rpm a una
temperatura de 4 °C. Posteriormente se procedié a medir la ODs4; de cada dilucion en el
espectrofotometro (Helios Gamma Thermoespectronic V. 4.55) utilizando TBS como
blanco.

Se definié la unidad hemolitica (UH) como la minima cantidad de hemolisina
capaz de producir la lisis del 50 % de los eritrocitos. En consecuencia, € titulo
hemolitico del sobrenadante de prueba resultaréa el inverso de la dilucion més alta del
mismo capaz de producir una hemdlisis del 50 % de los eritrocitos presentes en la
suspension. La determinacién de la dilucién a la que corresponde una hemdlisis del 50
% se realiza a partir de los porcentgjes de hemdlisis inmediatamente anterior y posterior
al 50 %, mediante el procedimiento de Reed y Muench (1938).

3.20.3. Sobrenadante enriquecido en proteinas de union a transferrina
(TbpB)

Las proteinas ThpB son proteinas de membrana externa con capacidad
inmundgena. EI DOC a bajas concentraciones, mantiene la integridad de la membrana a
lavez que las proteinas de superficie se liberan en e sobrenadante (Goethe et al. 2001).
Previamente e cultivo se mantiene con un gquelante de hierro (dipiridilo, Sigma) a una
concentracion de 100 uM al inicio de la fase logaritmica con una ODgso de 0,3, con €
fin de que estas condiciones induzcan la expresion de las proteinas de union a
transferrina (Tbp). El cultivo se incubd hasta alcanzar una ODgsp de 1 y en este
momento se incorpord el DOC junto con una solucién tampoén (TRIS-CIH 10mM pH 8)

y CINa50mM, prolongando la incubacion durante media hora a 37°C.

Los vaores obtenidos en e caso de hemolisis y Tbps, se resumen a
continuaci on:
1) Hemolisinas (Concentracién proteica mediante ultracentrifugacion y
actividad hemolitica)
a) Concentracion proteica del sobrenadante 41 pug/ml
b) Actividad hemolitica 250 UH/ml

c) Concentracién proteica después de concentrar 400 pg/ml
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2) Sobrenadantes con deoxicolato (concentracion proteica mediante
ultracentrifugacion de sobrenadantes enrigquecidos)
a) Concentracion protei ca sobrenadante 120 pg/ml
b) Concentracion proteica después de concentrar 1,3 mg/ml

3.20.4. Cuerpos celular es (Unidades Formadoras de Colonias totales).
El recuento de ufc/ml arrojé un valor de 1,78x10° en el momento de su

separacion del sobrenadante del cultivo, previa centrifugacion.

3.20.5. Inactivacion
Como se ha sefidado antes, se €ligio € formadehido debido a su interés

industrial. Se utilizé una concentracion del 5 %0 incubando 18 -24 h a37° C.

3.20.6. Formulacion vacunal

El preparado vacuna se compuso, definitivamente, de cuerpos celulares y
toxinas Apx | y Il inactivados, asi como de otras proteinas presentes en e sobrenadante,
entre ellas de forma especial las ThpB.

Inicialmente se formul6 la vacuna considerando a cerdo su destinatario natural
incluyendo, por dosis vacunal, 10° ufc, 100 pg de hemolisinas (600 UH) y 100 pg de
TbpB. Para nuestro estudio en ratén la dosis se fracciond a 25 % (500 ul) manteniendo
las proporciones relativas de todos sus componentes.

Como adyuvante se utiliz6: Montanide IMS 2215 N VG PR (Seppic) a 20 %,
afadiendo timerosal al 1 %o como conservante.

Se dispusieron controles de estabilidad de la emulsién manteniendo dos muestras a
temperatura ambiente (la primera) y a 37°C (la segunda) durante 48 h. Ademés se
llevaron a cabo controles de esterilidad, incubando 100 pl en 10 ml de caldo TSB
incubandolo a 25°C y e mismo volumen en FTM (Fluid Thioglycollate Medium)
incubando a 37 °C durante 14 dias, con € fin de detectar la presencia de posibles

contaminantes.

3.20.7. Vacunacion

Se utilizaron 2 dosis de vacuna separadas 15 dias y administradas por via
subcuténea en la region escapular, dos semanas después se llevaba a cabo un desafio
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utilizando la viaintranasal con las dos dosis de infeccién, una letal, de 2.88 x 10’ y una
dosis subletal, de 5 x 10° ufc Se trataba de comprobar |a capacidad de proteccién de la
vacuna frente a la muerte de los animales provocada por € desafio con ambos tipos de
dosis (letal y subletal) de A. pleuropneumoniae.

Seguin se recoge en la Tabla 15, se establecieron por tipo de infeccion (letal y
subletal) 3 grupos de animales en e experimento. Cada grupo estuvo integrado por un
total de 30 animales (ratones NMRI de 30 g de peso) seguiin se recoge en la Tabla 15. En
la Tabla 16 se presenta € calendario de vacunacion y de obtencion de muestras de

sangre para el seguimiento.

VI: Grupo de ratones vacunados e infectados

VNI: Grupo de ratones vacunados no infectados (control de vacunacion)

NVI: Grupo de ratones no vacunados e infectados (control de infeccién)

Tabla 14. Diferentes grupos de ratones que fueron vacunados, infectados y
tratados. En cada caso, el desafio se llevé a cabo con una dosis letal o subletal,
respectivamente.

Dias | dial | dial5 [dia29 dia30 | dia3l|dia32]dia33|dia34|dia3s| dia36 | dia37 | dia38 | dia39| diad0

V] tf | Infeccion

- Toma deMuesras
NI {f ] Infeccion Sangre (prueba de ELISA)
NV ff | Infeccion

Tabla 15. Calendario de vacunacion para 3 grupos de ratones infectados y no infectados con A.

pleuropneumoniae, tratados con (tf) transferrina porcinay vacunados en un periodo de 40 dias.

Un dia antes de lainfeccion de A. pleuropneumoniae se realizo lainoculacion de
100 pg de transferrina porcina sérica por raton (ver apartado material y métodos
4.14.2.). Todos los datos recogidos (serologia, lesiones, sintomas, etc.) se compararon

con el grupo control de animales vacunados pero no infectados (VNI).

Se tomaron muestras de sangre por via intracardiaca, 10s dias de vacunacion y
revacunacion, € diade lainfeccion y durante los ultimos 10 dias post-infecciéon (1, 2, 4,
6, 8 y 10 dias) realizando la prueba de ELISA indirecto (antiglobulina anti-ratén
marcada con peroxidasa) (ver apartado 4.9.8.) para determinar la presencia de

anticuerpos especificos.
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Resultados y Discusion

4.1. Consideraciones Generales

Actinobacillus pleuropneumoniae, objetivo principal de nuestro trabao, es un
miembro de la familia Pasteurellaceae, y € agente causal de la pleuroneumonia en la
especie porcina. Incluye 15 serotipos gque secretan diversas toxinas, principa mente las
pertenecientes a la familia de toxinas RTX: Apxl, ApxIl, Apxlll, y ApxIV (Schaller et
al., 1999; Blackall et al., 2002) alas que se suman €l LPSy otros factores de virulencia.

Aungue A. pleuropneumoniae es un patdégeno con virulencia multifactorial
(Fenwick y Osburn, 1986; Inzanay Mathison, 1987; Inzanaet al., 1988; Fenwick, 1990;
Gonzdlez et al., 1990; Gerlach et al., 1992; Inzana et al., 1993; Dom €t al., 1994; Frey,
1995; Reimer et al., 1995) los estudios llevados a cabo por distintos autores coinciden
en considerar laimplicacién principal de las exotoxinas Apx (Inzana et al, 1991; Tascon
et al., 1994; Jansen et al., 1995; Reimer et al., 1995; Kamp et al., 1997), considerandose
gue los serotipos que producen Apx-1 y Apx-I1 son los més virulentos (Komal y Mittal,
1990; Frey et al., 1994; Frey 1995). Las toxinas Apx son muy inmunogénicas y suelen
formar parte de vacunas conjugadas contra la pleuroneumonia porcina, junto a otros

antigenos estructurales y proteinas secretadas.

En la actualidad, la mayoria de los brotes de pleuroneumonia porcina suelen ser
cronicos, pues € agente circula en las explotaciones generando ciertainmunidad. Se dan
brotes agudos coincidiendo con situaciones inmunosupresoras, por errores en € mangjo

0 debido ala presencia de otros agentes primarios.

La pleuroneumonia porcina es una de las enfermedades respiratorias méas
importantes en la industria porcina (Williams et al., 2000, Huerta et al., 2004),
presentando un cuadro agudo con alta mortalidad por neumonia hemorrégico- necrética;
sin embargo, e impacto economico de la enfermedad se centra actualmente en brotes
crénicos y mas con una disminucion de la tasa de crecimiento que puede llegar a 33,6%
(Taylor 2002; Assavacheep et al., 2003).

En e diagnéstico son utilizables distintas aternativas, desde el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de A. pleuropneumoniae, a la utilizacion de recursos
moleculares para la deteccion, como la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), o la

investigacion de la presencia de anticuerpos mediante distintos procedimientos,
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principalmente ELISA. Algunos de estos métodos, o todos, son Utiles para estudiar la

epidemiologiadel proceso (Klausen et al., 2001).

La utilizacion del cerdo en estudios experimental es esté condicionada y limitada
por diversas razones, unas de tipo ético, en relacion con e bienestar animal, pero
también por problemas de bioseguridad, o por razones econémicas, justificadas tanto en
el precio de adquisicion como en € de alojamiento y mantenimiento de los animales.

Si bien la utilizacion del hospedador natural es insustituible en determinadas
ocasiones, la alternativa que representa un animal de laboratorio permitiria no solo
avanzar més rgpido en e estudio de los factores de virulencia, criticos en € desarrollo
del proceso clinico, sino también facilitar eventualmente una alternativa de gran interés
en la valoracion de vacunas u otros productos potencialmente Utiles en € control de la

enfermedad, tanto desde €l punto de vista experimental como industrial.

En cuaquier caso, desde € punto de vista cientifico, conocer las claves en que
reside la susceptibilidad del cerdo a la infeccién o la resistencia de otras especies
animales representa un desafio de enorme valor, que, una vez resuelto, puede ayudar a
prevenir la enfermedad en el primero, o desarrollar model os experimental es que ayuden
en los estudios necesarios para comprender la patogenia de la enfermedad o desarrollar
meétodos utilizables en €l diagndstico o la prevencion.

Ademés, la disponibilidad de un modelo experimental redunda también, de
modo importante, en otras ventgjas, como las que se refieren a cuestiones de bienestar,

bioseguridad y coste.

En numerosas ocasiones se ha propuesto €l ratébn como modelo experimenta en
la pleuroneumonia porcina, aunque esta suficiente contrastado que esta especie solo
resulta adecuada para €l estudio de laforma aguda de la enfermedad, sin desencadenarse
en é una verdadera infeccion. En este trabago pretendemos demostrar que, en
determinadas condiciones, los ratones NMRI pueden adaptarse bien a la supervivencia
de A. pleuropneumoniae presentando claros sintomas de pleuroneumoniay, sobre todo,
permitiendo la multiplicacion de la bacteria. La modificacion del equilibrio del hierro en
el raton, administrando hierro ligado alatransferrina porcina, permite superar lafatade
este oligoelemento en e hospedador experimental, aungque en la resistencia fina

también participan otros factores, muchos de ellos todavia desconocidos.
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4.2. Experimentos iniciales, ajustes previos a los estudios de infecciéon y

otros. Observaciones clinicas
4.2.1. Anestesia. Tiempo 6ptimo de exposicion

Sellevo a cabo una determinacion del tiempo Optimo de exposicion al anestésico
halotano, para no comprometer la viabilidad de los animales. A tal efecto, se utilizé un
recipiente hermético de desecacion en € que se incluia € anestésico y se encerraba €l
animal objeto del ensayo. En la Tabla 16 se resumen los resultados de tres niveles de
exposicion, eligiendo la que corresponde entre 15 y 20 segundos (promediando a 18

segundos exactos), parallevar a cabo |os experimentos de infeccion y otros estudios.

. T|empg Animales de ratones anestesiados ratones muertos ratones no anestesiados
inhalacion prueba

10-15 segundos 10 Ninguno Ninguno Todos

15-20 segundos 10 Todos Ninguno Ninguno

20-30 segundos 10 Ninguno (muertos) Todos Ninguno (muertos)

Tabla 16. Ajuste del tiempo de exposicion a halotano con 30 ratones NMRI (hembras 30 g) en lotes de 10
ratones con diferentes tiempos de inhalacion.

4.2.2 Volumen de los inéculos. Eleccién del volumen de trabajo para

inoculacion intranasal

En laTabla 17 se muestran los resultados de un experimento de inoculacion que
incluyé tres volumenes diferentes (20, 50 y 100 pl) de una suspension bacteriana, de
transferrina y de PBS, en €@ que se trataba de comprobar la existencia o no de
dificultades ligadas en exclusiva a volumen, por laviaintranasal. Como conclusion, se

eligio como volumen de trabajo e de 50 pl.

Suspension
bacterianade

Volumen . Transferrina Placebo (PBS)
A. pleuropneumoniae
(dosis subletal)
20 pl Sin cambios clinicos Sin dificultades Sin dificultades
Respiracion normal.
50 ul Sin cambios clinicos. Fécil inoculacion Sin dificultades
Fécil recuento ufc/ml
100 ul Dificultad a respirar Dificil aplicacion Problemas al respirar

Tabla 17. Resultados de la inoculacion de distintos vol imenes de suspension bacteriana, 3
diferentes concentraciones de transferrina porcina saturada y PBS, por viaintranasal.
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4.2.3 Dosis Letal 50 (DL s0)

Se llevaron a cabo un total de 4 experimentos para determinar la DLso mediante
el procedimiento de Reed y Miench. Se utilizaron ratones NMRI de 30 g inoculados
por via intranasal con 6 dosis crecientes de A. pleuropneumoniae, desde 5 x 10° a5 x
10® ufc (Tabla 18). Como resultado de los célculos correspondientes, la DLsy quedd
establecida en 2,56 x 10° ufc, muy préxima a la descrita por otros autores en la misma
especie y raza (DL s, en torno a valor de 10’ ufc) y por la misma via (Tascon et al.,
1994). Sebunyay Saunders (1982) utilizando ratones de raza Swiss White e inoculando,
también por viaintranasal (método de Rushton) obtuvieron, con una cepa del serotipo 1,
una DLso de 1,4 x 10° ufc. Para el serotipo 5, los mismos autores sefialaron DL g de 1,9
x 10" ufc. Con una cepa del serotipo 9, Van Leengoed y Kamp (1989) establecieron por
el mismo procedimiento una DL s, de 6,7 x 10° ufc. Komal y Mittal (1990) utilizando la
via intraperitoneal y ratones CD-1 obtuvieron valores de DL s para los serotipos 1y 5
que oscilaban entre 8,84 x 10° (serotipo 1) y 3,73 x 10 ufc, con valores medios de 10,8
x 10°y 10,5 x 10° ufc, respectivamente. En el caso del serotipo 2, e valor medio fue de
5x 10% ufc y en el del serotipo 7, de 2 x 10°® ufc. Los mismos autores utilizaron las vias
intraperitoneal e intranasal para establecer la actividad letal de A. pleuropneumoniae,
sefidlando una mortalidad elevada en las primeras 12 horas post-inoculacion, en € caso
de los serotipos 1, 5, 9, 10 y 11. En @ caso de la via intranasal, utilizaron una
concentracion de 4 x 10” ufc, obteniendo una mortalidad de entre e 75-100 % en el caso
de las cinco cepas del serotipo 1 utilizadas. En cualquier caso, conviene sefialar también
que existe variacion en la susceptibilidad de los ratones a la infeccidn; por gemplo,
utilizando ratones ddY SPF, inoculados tanto por via intraperitoneal como por via
intranasal, con dosis de 5 x 10™ ufc de una cepa del serotipo 2 (Nakai et al., 1984) no se
produjeron muertes, ni lesiones macroscopicas y tampoco fueron capaces de recuperar
el microorganismo del aparato respiratorio (cavidad nasal, traquea o pulmones) ni del
corazén. Los datos, no solo se corresponden con el citado serotipo sino gque, segun estos
autores, incluyen también cepas de otros serotipos;, sin embargo, sefidan que la
inoculacion intraperitoneal de sobrenadantes de cultivo que contenian grandes

cantidades de hemolisinaindujo lesiones hemorragicas graves anivel pulmonar.
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El conocimiento de DLs, de A. pleuropneumoniae en e raton, utilizando

diferentes vias de inocul acidn, proporciona una valiosa herramienta para la evaluacion

de la capacidad protectora de posibles inmunogenos, mediante ensayos controlados en

el modelo animal. Ademés, permite llevar a cabo estudios de patogenia y ensayos de

eficacia terapéutica, entre otras.

Prueba 1
dosis muertos vivos  |proporcién | muertos Vivos Mt/Mt+Vt %
muertos totales totales mortalidad
o5x10” 6 0 6\6 18 0 18\18 100
5x10° 6 0 6\6 12 0 12\12 100
5x10” 6 0 6\6 6 0 6\6 100
5x107 0 6 0\6 0 6 0\6 0
5x10" 0 6 0\6 0 12 0\12 0
5x10° 0 6 0\6 0 18 0\18 0
Prueba 2 proporcién | muertos Vivos %
dosis muertos Vivos muertos totales totales | Mt/Mt+Vt | mortalidad
5x10° 6 0 6\6 18 0 18\18 100
5x10’ 6 0 6\6 12 0 12\12 100
5x10° 3 3 3\6 3 0 3\6 50
5x10° 0 6 0\6 0 6 0\6 0
5x10" 0 6 0\6 0 12 0\12 0
5x10° 0 6 0\6 0 18 0\18 0
Prueba 3 proporcién | muertos Vivos %
dosis muertos Vivos muertos totales totales | Mt/Mt+Vt | mortalidad
5x10° 6 0 6\6 18 0 18\18 100
5x10" 5 1 5\6 16 0 16\16 80
5x10° 3 3 3\3 3 0 6\6 50
5x10° 0 6 0\6 0 6 0\6 0
5x10" 0 6 0\6 0 12 0\12 0
5x10° 0 6 0\6 0 18 0\18 0
Prueba 4 proporcién | muertos Vivos %
dosis muertos Vivos M uertos totales totales | Mt/Mt+Vt | mortalidad
5x10° 6 0 6\6 18 0 18\18 100
5x10" 6 0 6\6 12 0 12\12 100
5x10° 4 2 206 4 0 206 30
5x10° 0 6 0\6 0 6 0\6 0
5x10" 0 6 0\6 0 12 0\12 0
5x10° 0 6 0\6 0 18 0\18 0

Tabla 18. Experimento para determinar la DL s, utilizando 6 concentraciones diferentes en

ratones NMRI (hembras de 30 g).

M: animales muertos,; Mt: muertos totales = nimero

acumulado de muertos desde la menor concentracion a la mas dta; Vt: vivos totales = nilmero
de vivos desde la mayor concentracion ala mas baja.

4.2.4 Dosis Subletal (Dg)

La dosis subletal se gjustd en aproximadamente 1 unidad logaritmica inferior

manteniendo, aproximadamente, el factor multiplicador de la DLsp, esto es, en 5 x 10°

ufc siendo esta concentracion la utilizada en todos los experimentos posteriores,
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administrada en un volumen de 50 ul del diluyente (RPMI 1640). Su propdsito era
impedir la muerte de los animales como consecuencia de los choques, téxico (Apx) y
endotoxico (LPS) y permitir la colonizacién y posterior infeccién del aparato
respiratorio de los animales, en condiciones adecuadas.

4.2.5. Cuadro clinico. Sintomasy L esiones

En la parte experimental del trabgjo, los animales se infectaron con una dosis
subletal (5 x 10° ufc) y fueron inspeccionados diariamente para observar posibles

alteraciones clinicas.

Con carécter general, en todos los experimentos, se pudo observar claramente
sintomas respiratorios, tanto en los animales que fallecieron, como en algunos de los

gue sobrevivieron, aunque en estos Ultimos con menor intensidad.

A las 24 h de la inoculacion de los ratones, se observaron en muchos casos
algunas de las manifestaciones clinicas (decaimiento y pérdida de su actividad) y alas
72 h en un nimero elevado de los mismos se constatd también erizamiento del pelo y
pérdidade brillo, anorexia, etc., y algunos fallecieron.

Otros sintomas incluyeron fatiga, taquicardia, respiracion abdominal, etc., todos
ellos habituales en una infeccion respiratoria y que ya han sido descritos en otros
estudios con esta misma especie animal (Sebunya y Saunders, 1982). Ademas, también
se observaron animales con conjuntivitis, con parpados cerrados, asi como otros

sintomas inespecificos (debilidad generalizada 'y postracion).

Las lesiones macroscopicas observadas en todos los animales infectados eran
compatibles con neumonia hemorrégica, con aumento considerable del tamafio
pulmonar y en ocasiones adherencias pleurales, observandose areas de color rojo oscuro
en los pulmones. En un 70% de las casos estaban afectados ambos pulmones, mientras
que en €l resto solo resultd afectado un pulmon, indistintamente derecho o izquierdo.
No se pudieron establecer diferencias importantes entre los pesos de los pulmones de
los animales de los diferentes |otes inoculados, comparados con los controles. De forma
similar a como ha sido descrito (Sebunya y Saunders, 1982), en los ratones fallecidos
como consecuencia de las inoculaciones, no se observaron lesiones de pleuroneumonia

fibrinosa hemorragica, como ocurre en € caso del hospedador natural .
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En términos patologicos, en particular en los animales fallecidos como
consecuencia de la infeccion, nuestras observaciones coinciden con las descripciones
realizadas por Nakai y Jawata (1984) y Jensen y Bertran (1986), que describen cambios
similares a los observados en e cerdo infectado, tanto de forma natural como

experimental.

4.2.6. Viadeadministracion

La eleccién de la via intranasal para la infeccion se justifica por su rapidez y
sencillez de gecucién, que la hacia especiamente indicada para ser utilizada en €
numeroso grupo de animales de nuestro experimento. Los resultados obtenidos por
otros autores mediante la administracion intranasal del microorganismo (Sebunya y
Saunders, 19822 Inzana et al., 1988) no difieren de los nuestros, ni tampoco de los de
otros investigadores, en este caso obtenidos por la inoculacion intraperitoneal (Komal y
Mittal, 1990; Rosendal y Maclnnes, 1990) mas de lo que seria atribuible a la mera

utilizacion de distintas cepas bacterianas y de raton.

La administracién intranasal de la DSL de A. pleuropneumoniae produjo una
infeccion que afectd a varios 6rganos, aunque nosotros estudiamos Unicamente los

cambios que tuvieron lugar en € pulmon.

En otras investigaciones en las que se han empleado, como en nuestro caso,
cepas pertenecientes a serotipo 1 (Komal y Mittal, 1990; Fedorka-Cray et al., 1993),
ademés de haber sido detectado antigeno especifico en € pulmén también se ha
demostrado, aungque en proporciones minimas, en otros 6rganos como € higado, €
corazén y el bazo, datos que igualmente fueron comprobados por nosotros en pruebas

iniciales, previas alos experimentos del estudio.

Rioux et al. (1998) llevaron a cabo estudios con cobayos y ratones como modelo
de infeccion, utilizando diferentes concentraciones de A. pleuropneumoniae del
serotipo 1, inoculado intraperitonealmente. No observaron mortalidad en cobayos, pero
si en ratones, aunque solo a partir de dosis de 0,5 ml, con titulos de 4x10° ufc.
Aparentemente, la muerte sobrevenia por shock séptico, observacion que coincidia con
datos anteriores que establecian que € modelo ratdn solo serviria para vaorar la

infeccion aguda.
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4.3. Estudios de supervivencia/ multiplicacion de A. pleuropneumoniae

4.3.1 Grupo de experimentos con ratones convencionales NMRI dirigidos al

estudio de la supervivencia de A. pleuropneumoniae, sin modificaciones.
Descripcion del primer estudio

En el primer estudio se completaron un total de 16 pruebas (Tabla 19 y Figura 9)
valorando la supervivencia de A. pleuropneumoniae (recuentos ufc/ml). En cada prueba
se gjusto siempre ladosis inicial de ufc aun valor aproximado ala dosis subleta (en la
préctica, entre 4,8808 y 6,0969 log 10 de ufc), realizando un recuento en placa de la
suspension inoculada, con € fin de comprobar exactamente la cantidad de bacterias
inoculadas en € "tiempo 0" de cada experimento. Se utilizaron 2 ratones por cada punto
horario y en la tabla, el resultado que se presenta es una media del correspondiente a
ambos animales, expresado en log 10 de ufc. El tiempo de estudio de la supervivencia
se prolongd hasta la anulacion de los recuentos (en la préactica, 120 h maximo),
obteniendo como resultado que A. pleuropneumoniae en dosis subletal era capaz de
sobrevivir en e pulmoén entre 96 y 120 horas, con un minimo de ufc. Los datos incluyen

el resumen como media de los recuentos de cada punto horario y su representacion

conjunta.
Prueba / Horario 0 2 6 12 24 28 36 48 72 96 120
1 488 | 553 | 660 | 6,76 | 430 | 4,17 / 3,00 / 0 0
2 520] 520 | 411 | 391 | 2,74 | 0,50 / 0 / 0 0
3 530|726 | 7,18 | 6,73 | 6,81 / 573 | 4771 327 | 1,63 0
4 539 | 484 | 438 | 437 | 2,88 0 / 0 / 0 0
5 540 | 496 | 3,71 | 389 | 429 | 1,77 / 0 / 0 0
6 547 | 546 | 523 | 363 | 1,74 0 / 0 / 0 0
7 547 ] 658 | 682 | 612 | 598 / 584 | 512 | 421 | 2,20 0
8 560 | 662 | 653 | 662 | 7,70 / 6,56 | 506 | 414 | 2,17 0
9 5651|5721 680 | 639 | 754 | 554 / 0 / 0 0
10 568 | 543 | 3,84 | 392 | 2,60 1 / 0 / 0 0
11 569 | 578 | 573 | 541 | 458 / 398 | 344 238 | 112 0
12 5781 5751 584 ] 591 | 6,83 / 6,22 | 548 | 439 | 1,53 0
13 5841 521 | 522 | 503 | 512 / 4351 483 | 3,72 | 3,86 0
14 590 | 583 | 572 | 624 | 6,60 / 724 | 6811 430 | 2,78 0
15 5951|731 7,25 | 6,14 | 650 / 478 1 357 | 1,01 0 0
16 6,06 | 6,24 | 555 | 651 | 586 | 590 / 0 / / /
Promedio 558 | 586 | 566 | 547 | 513 | 358 | 559 | 266 | 343 | 191 0

Tabla 19. Resumen del recuento pulmonar de 16 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae,
en ratones NMRI (hembra 30 g) en un periodo de 0 a 120 dias. Valores expresados en log 10 de ufc.
/: No sellevo a cabo recuento en ese punto horario; 0: no se obtuvo crecimiento en €l recuento.
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Figura 9. Promedio de 16 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones
NMRI (hembras 30 g) en un periodo de 0 a120 h.

Segun puede observarse en la Tabla 19, los recuentos se llevaron a cabo en
diferentes puntos horarios para determinar la supervivencia de A. pleuropneumoniae
desde Oh a 120 h; en concreto alas 2, 6, 12, 24, 28, 36, 48, 54, 72, 96 y 120 h, aunque
hay que sefidar que como todas las pruebas se realizaron en a menos dos periodos
distintos del estudio y se han agrupado para su presentacion conjunta, en algunos casos
se introdujeron variaciones en los puntos horarios de recuento, que afectaron
principamente a la franja de entre las 28 y las 120 horas, pese a que en todos estos
casos existe informacion de a menos € 50% de las pruebas (8 pruebas) y en € caso
concreto de las 48 h, de todos los puntos horarios. Los recuentos positivos se
mantuvieron hasta 96 h.

Las siguientes gréficas (Figura 10) corresponden a las 16 pruebas de
supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI (hembras 30 g) (en la practica
de 120 h). Puede verse que en no menos de la mitad de los casos €l punto critico son las
28-36 horas, en las que en una proporcion importante €l recuento cae espectacularmente
e incluso se anula. En unos pocos casos se retrasa a las 54-72 horas y en otros € Ultimo
recuento positivo se produce a las 96 horas, anulandose a las 120 horas, como se ha
sefial ado.
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Figura 10. Gréficas individuales de las 16 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones
NMRI, enlaprécticade 120 h.

En un segundo experimento, integrado por 3 pruebas adicionales, se valoro la
supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones BALB/c SPF inoculados con una
dosis subletal (en la practica, entre 54771 y 58450 log 10 de ufc) de A
pleuropneumoniae, inoculados por via intranasal hasta la anulacion del recuento (en la
préctica, 144 h). En la Tabla 20 se relacionan los resultados. Se utilizaron 8 ratones por
prueba, a razén de un animal por cada punto horario, comenzando |os recuentos a partir
de las 12 horas y finalizando a las 168. Puede observarse que en uno de los casos €
recuento se anula alas 96 horas, en otro alas 120 y en € tercero, alas 144 horas. En la
Figura 11 se representa gréficamente la tendencia seguida por los recuentos medios,

observando su descenso claro alas 72 hy lacas anulacion alas 96 y 120 h.
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Inoculo
prueba | tiempoO| 12h 24h 48h 72h 9%h 120h 144 h 168 h
1 547 441 5,66 4,10 3,36 2,80 143 0 0
2 5,69 6,45 6,24 5,93 2,45 0 0 0 0
3 584 441 4,34 524 3,69 0,49 0 0 0
promedio| 5,67 5,09 541 4,95 3,17 1,10 0,47 0 0

Tabla 20. Resumen de los resultados de 3 pruebas de supervivencia de A. pleuropenumoniae en
ratones BALB/c SPF (hembras 30g) en un periodo de 12 a 168h. Valores en log 10 de ufc. Se hace
constar ademas que en la prueba 2 existe informacién de 6 h (5,3573 log 10).
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Figura 11. Representacion gréfica de los resultados de supervivencia promediode
A. pleuropneumoniae en tres pruebas, utilizando un total de 24 ratones BALB/c SPF
(hembras de 30 g) inoculados en € punto 0 entre 5,4771 y 5,845 log 10 de ufc.

Las graficas individuales correspondientes a las 3 pruebas de supervivencia de
A. pleuropneumoniae en ratones BALB/c SPF (hembras 30 g) (en la préctica de 168 h),
en este 2° experimento, se recogen en la Figura 12.
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Figura 12. Conjunto de gréficas individuales de tres pruebas de
supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones BALB/c SPF
(en laprécticade 168 h)

Sintomas observados. Con caracter general, en los dos experimentos realizados
y en todas las pruebas se pudo observar una clara sintomatologia respiratoria en los
animales que murieron, asi como en algunos de |os que sobrevivieron, aunque en menor
intensidad.

Dentro de los sintomas observados se incluyo sindrome febril, caracterizado por
apatia, pelo erizado, falta de apetito, bajo consumo de aguay temblores, acompafiado en
la mayoria de los casos de conjuntivitis bilateral con parpados cerrados, fatiga,
taquicardia, respiracion abdominal, asi como sintomas inespecificos (debilidad
generalizada, postracion y agrupamiento en € fondo de la jaula). Los ratones

presentaron sintomas desde las primeras 12 horas hastalas 72 horas.

El grupo control infectado solo con A. pleuropneumoniae sin transferrina,
presentd sintomas respiratorios, fatiga, taguicardia y en algunos animales se observo
conjuntivitis y pelo erizado. En los grupos tratados con transferrina porcina, |os ratones

presentaron sintomas hasta las 120 horas.

Lesiones. Se localizaron en todos y cada uno de los I6bulos del pulmoén (dorsal,
ventral y cardiaco). El 70% de los animales presentaron lesiones en todo el pulmén y €
resto, solo en la mitad. Se observaron pulmones con focos hemorragicos, aumento de
tamanio, textura suave y facil de macerar (no fibrosa), adherencias de pleura, zonas de

hepatizacion y nddulos ventrales, pero no se observo la presencia de fibrina.
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Las lesiones macroscopicas observadas eran compatibles con neumonia
hemorragica, con aumento del tamafio pulmonar, en ocasiones con presencia de sangre

rezumando al corte y abundantes adherencias de pleura.

Todas las lesiones pulmonares que se pudieron observar en los ratones fueron
siempre entre las 24 y 72 h, observando una recuperacion del pulmon a estado normal

en las horas siguientes.

En e 70% de los casos se vieron afectados ambos pulmones, mientras que en
los animal es restantes solo aparecia lesionado uno de ellos, indistintamente el derecho o
izquierdo; estas lesiones aparecieron en todos los animales infectados. Al readlizar el
analisis microbioldgico de los pulmones durante el curso de la infeccion se confirmé la

presencia de A. pleuropneumoniae.

No se detectd ningun tipo de lesion en los ratones que recibieron Unicamente
transferrina ni en & lote que no sufrié ningun tipo de inoculacion. No se pudieron
establecer diferencias importantes entre los pesos de los pulmones de los animales de

|os diferentes | otes.

4.3.2. Andlisis y discusion de los resultados de supervivencia de A.

pleuropneumoniae

El estudio de la supervivencia y, en su caso, multiplicacion de A.
pleuropneumoniae, representa el nucleo principal en € que se fundamenta la hipétesis
de trabgjo. La base de la discusion consiste en que A. pleuropneumoniae no produce una
verdadera infeccion en € raton, en € que es capaz de producir la muerte, en funcién de
la dosis, en un tiempo de 48 - 72 horas, pero ni sobrevive, ni coloniza, ni se multiplica,

al menos de formaimportante y estable.

La Tabla 19 recoge los resultados de 16 pruebas realizadas con ratones NMRI.
En primer lugar, es destacable que solamente en 7 casos la supervivencia se prolongd
hasta las 96 h, anulandose a las 120; proximo a éste, otro caso sobrevivid hastalas 72 h,
anulandose a las 96 h. En € resto de las pruebas, la supervivencia fue mucho mas
reducida: en 2 casos, solamente llegd alas 24 h, anulandose a las 28, en otros 5 casos €l
altimo recuento se produjo a las 28 h, anulandose a las 48, y finalmente en un caso
sobrevivieron hasta las 48 h, anulandose alas 54.
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Se aprecia una discreta relacion entre la dosis y la supervivencia, de tal modo
gue en 5 de los 7 casos que alcanzaron las supervivencias mas prolongadas, la dosis de
infeccion se situo en la franja més alta, mientras que en las dos pruebas restantes de este
rango de supervivencia, una se situd en € limite de la franja de dosis baja y la ultima
(5,3), en lade dosis intermedia. En relacion con |as supervivencias mas cortas, también
se aprecia una discreta relacion, pues |os dos casos més llamativos (supervivencia de 24
horas) y 2 de los 5 que sobrevivieron hasta las 28 h, se encuentran en la franja de dosis
bgjas, aunque también resulta paraddjico que otros dos de estos uUltimos casos se
correspondan con dosis de la franja ata Sin embargo, estos casos resultan
particularmente extrafios, pues |os recuentos en ese Ultimo periodo antes de la anulacion
son mucho mas altos que lamedia (5,54 y 5,9 log 10 respectivamente, para una dosis en
tiempo cero de 5,65 y 6,09 log 10).

En lo que se refiere a la cadencia de reduccion, no es del todo homogénea. Si
agrupamos las 16 pruebas en funcién de la dosis en dos bloques (las 7 primeras pruebas
con 4,88 log a5,47 log 10 y €l resto de 9 pruebas desde 5,6 log a 6,09 log 10) puede
observarse que en 3 de los 7 casos se produce un aumento de los recuentos 2 horas
después de lainoculacién, gue incluso sigue aumentando en dos de |os casos hasta las 6
y/o 12 horas para después iniciar, como los demas, una reduccion progresiva. Los
cuatro casos restantes de este bloque se caracterizan por una reduccién lenta desde €l
punto cero hasta € final de recuento, sin dientes de sierra apreciables. En 1o que se
refiere al segundo blogque de pruebas, con inéculos desde 5,6 a 6,09 log 10, también se
observan aumentos transitorios de los recuentos a las 2 horas en 5 de |os casos, aunque
ya alas 6 horas solamente se mantiene la tendencia en una de las pruebas, mientras que

el resto va disminuyendo progresivamente, sin saltos, hasta anularse.

El experimento fue repetido utilizando ratones BALB/c SPF en un total de 3
pruebas. Segun puede verse en la Tabla 20, los inéculos (DSL) oscilaron entre 5,4y 5,8
log 10 y la supervivencia se prolongd hasta las 72, 96 y 120 horas, respectivamente.
Como habia sucedido con los ratones convencionales NMRI, en una de las pruebas se
observo un aumento del nimero de ufc inoculadas en las primeras 12 y 24 horas, para
caer apartir delas 48 y dar lugar a caso de mayor precocidad en la anulacion de las tres
pruebas. Las otras dos siguieron también un comportamiento errético, pues mientras que

una produjo claros dientes de sierra, con caida a las 12 horas, recuperacion alas 24 y
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nueva caida para mantenerse a partir de las 48 hasta la anulacién alas 120 horas, en €
caso de la tercera y Ultima prueba € diente de sierra se retrasd hasta las 48 horas,
después de caer alas 12 y 24, volviendo a caer alas 72 horas, hasta anularse a partir de
las 96 horas. En resumen, € andlisis tempora de los resultados de supervivencia de A.
pleuropneumoniae (DSL) en € ratén (NMRI, BALB/c y conjunto), pone de manifiesto
los siguientes hechos de interés (Tabla 21):

indculo | 12h 24h 48h 72h 9%h 120h | 144h | 168h | 192h
16 pruebas 54798 | 51334 | 26655 | 17159 | 09578 0
55851 / / /
con ratonesNMRI (01053) | (04517) | (-2919) | (-38692) | (-4.6273) | (-5,5851)
Sprudsconoes | 5004 | 54176 | 49504 | 31708 | 11002 | 04775 0 0 /
SF (05753) | (02561) | (-0714) | (-25029) | (-45735) | (-5.1962) | (-5,6737) | (-5,6787)
19 pruebas 5419 | 51781 | 30277 | 24463 | 09803 | 00754
55991 / / /
(conjunto) (01795) | (-0421) | (-2571) | (-31528) | (-46186) | (-55237)

Tabla 21. Resumen de los datos mas relevantes de supervivencia de A. pleuropneumoniae en dos
grupos de pruebas llevadas a cabo con ratones (primer grupo de 16 pruebas con ratones NMRI y
segundo de 3 pruebas con ratones SPF). Datos expresados del recuento correspondiente en log
decimal. Entre paréntesis, diferencia con el inéculo de infeccién.

| - Por lo que respecta alas 12 horas post-inocul acién:

1. El valor medio de los inGculos en la totalidad de las 16 pruebas de
supervivencia fue de 5,5851 log 10, siendo de 5,4798 log 10 a cabo de 12 horas, de lo
gue resulta un descenso medio de 0,1053 log 10.

2. En el conjunto de 16 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae a
las 12 post-inoculacion, solo 9 (6l 56,25% del total) registraron aumento.

3. El valor medio de los inéculos en las 9 pruebas que registraron aumentos
fue de 5,6285 log 10 y e promedio (en éstas) a las 12 horas post-inoculacion, de
6,3864, de lo que resulta un incremento medio de la poblacion bacteriana (en estas 9
pruebas), de 0,7579 log 10.

4, El cambio de tipo de ratones a BALB/c en un total de 3 pruebas, puso de

manifiesto un descenso de la poblacion a las 12 horas post-inoculacion, considerada
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globalmente, de 0,5735 log 10. Solo en una de las tres pruebas citadas se observo
aumento en este periodo de tiempo (0,7593 log 10).

5. Consideradas en conjunto (ratones NMRI y ratones BALB/c) las 19
pruebas de supervivencia, resulta un inéculo medio de 5,5991 log 10 y una poblacion a
las 12 horas de 5,4196 log 10, de lo que resulta un descenso de 0,1795 log 10. Si se
extraen todas las pruebas en las que se produjeron aumentos (10 en total, 9 con los
ratones NMRI y 1 més con los ratones BALB/c, un 52,63%), € incremento promedio a

las 12 horas asciende a 0,6581 log 10.

Il - Respecto de las 24 horas post inocul acién, los datos de mayor interés son los

siguientes:

1. En € grupo de 16 ratones NMRI, inoculados con un promedio de 5,5851 log
10, al cabo de 24 horas €l promedio de los recuentos ascendio a 5,13364 log 10, de lo
gue resulta un descenso de 0,4517 5-log 10. Independientemente, en los ratones
BALB/c, sobre € in6culo medio de las tres pruebas (5,77206737 log 10), € recuento
promedio a cabo de 24 horas fue de 5,29424176 log 10, o que supone un descenso de
0,47782561 log 10. Si se lleva a cabo € caculo conjuntamente (19 pruebas, ratones
NMRI y ratones BALB/c) resulta que a cabo de 24 horas se pasa de un promedio
inoculado de 5,5991 log 10 a 5,17821 log 10, que supone un descenso de 0,42169 log
10.

2. Si se extraen solamente aquellas pruebas que produjeron aumentos, resulta
que en & primer grupo de 16 pruebas, solo se produjeron aumentos a cabo de 24 horas
en un total de 7 (se pierden 2 pruebas respecto de las 12 horas), que representaria €l
43,75%, siendo de 9 (47,37%) s se consideran las 19 pruebas conjuntamente (ratones
NMRI y BALB/c). De igua modo, € andlisis de los aumentos en € primer grupo de 7
pruebas representa una diferencia de 1,1878 log 10 (5,6683 a 6,8561), que pasa a ser de
0,9725 log 10 s se consideran las 9 pruebas con aumentos (NMRI y BALB/c; 5,6831 a
6,6556 log 10).

[l - A las 48 horas post-inoculacién, los datos més relevantes se resumen a

continuacion:

1 En e grupo de 16 ratones NMRI, inoculados con un promedio de 5,5851
log 10, al cabo de 48 horas € promedio de los recuentos ascendié a 2,6655 log 10, delo
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gue resulta un descenso de 2,9196 log 10. Independientemente, en los ratones BALBI/c,
sobre el in6culo medio de las tres pruebas (5,77206737 log 10), € recuento promedio a
cabo de 48 horas fue de 4,9594 log 10, lo que supone un descenso de 0,8126714 log 10.
S se lleva a cabo € céculo conjuntamente (19 pruebas, ratones NMRI y ratones
BALB/c) resulta que a cabo de 48 horas se pasa de un promedio inoculado de 5,5991
log 10 a3,0277 log 10, que supone un descenso de 2,5714 log 10.

2. S se extraen solamente aquellas pruebas que produjeron aumentos
resulta que en los dos grupos de pruebas (16+3=19), solo se produjeron aumentos al
cabo de 48 horas en un total de 2 (se pierden 5 pruebas respecto de las 24 horas en €
grupo de 16 y las dos en e grupo de 3 pruebas con ratones BALB/c), lo que
representaria el 10,5%. De igual modo, € andlisis de los aumentos en el primer grupo
de las 2 pruebas representa una diferencia de 0,502 log 10 (5,7525 a 6,2545).

IV - A las 72 horas post-inoculacion, los datos de mayor importancia se resumen

a continuacion:

1. En € grupo de 16 ratones NMRI, inoculados con un promedio de 5,5851 log
10, al cabo de 72 horas & promedio de |os recuentos ascendio a 1,7159 log 10, de lo que
resulta un descenso de 3,8692 log 10. Independientemente, en los ratones BALB/c,
sobre el in6culo medio de las tres pruebas (5,77206737 log 10), € recuento promedio a
cabo de 72 horas fue de 3,16708 log 10, lo que supone un descenso de 2,62125029 |log
10. Si se lleva a cabo € caculo conjuntamente (19 pruebas, ratones NMRI y ratones
BALB/c) resulta que a cabo de 72 horas se pasa de un promedio inoculado de 5,5991
log 10 a12,94414463 log 10, que supone un descenso de 3,6551528 log 10.

2. En este punto horario (72 horas) ni en e primer grupo de pruebas (ratones
NMRI) ni en e segundo (ratones BALB/c) se registraron ya aumentos en |os recuentos,

siendo éstos en todos | os casos negativos (menores que e indcul o).

V - A las 96 horas post-inoculacién, los datos de mayor interés se resumen a

continuacion:

En e grupo de 16 ratones NMRI, inoculados con un promedio de 5,5851 log 10,
al cabo de 96 horas €l promedio de los recuentos ascendio a 0,9578 log 10, de lo que
resulta un descenso de 4.6273 log 10. Independientemente, en los ratones BALB/c,
sobre e inéculo medio de las tres pruebas (5,673720 log 10), e recuento promedio a
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cabo de 96 horas fue de 1,1002 log 10, lo que supone un descenso de 4,6718,5735 log
10. Sl se lleva a cabo € caculo conjuntamente (19 pruebas, ratones NMRI y ratones
BALB/c) resulta que a cabo de 96 horas se pasa de un promedio inoculado de 5,5991
log 10 a 0,9803 log 10, que supone un descenso de 4,6186 log 10. Como en € caso
anterior, en ninguna de las pruebas, de ninguno de los dos grupos, se registraron

aumentos en |os recuentos.

VI - Finalmente, a las 120 horas post-inoculacion, 1os datos mas importantes se

resumen a continuacion:

En e grupo de 16 ratones NMRI, inoculados con un promedio de 5,5851 log 10,
a cabo de 120 horas el promedio de los recuentos ascendi6é a 0 de lo que resulta la total
anulacion de los recuentos. Independientemente, en los ratones BALB/c, sobre €
inéculo medio de las tres pruebas (5,673720 log 10), e recuento promedio a cabo de 96
horas fue de 0,4874775 log 10, lo que supone un descenso de 5,1962846 log 10. Si se
lleva a cabo € célculo conjuntamente (19 pruebas, ratones NMRI y ratones BALB/c)
resulta que al cabo de 120 horas se pasa de un promedio inoculado de 5,5991 log 10 a
0,0754 log 10, lo que supone un descenso de 5,5237 log 10. Como en € caso anterior,
en ninguna de las pruebas, de ninguno de los dos grupos, se registraron aumentos en los
recuentos.

No resulta facil explicar 1os aumentos descritos en las primeras horas después de
lainoculacién con los ratones NMRI en parte de |as pruebas, tal y como se ha sefialado,
aunque puede especularse que durante ese tiempo las necesidades en hierro y otros
oligoelementos pudieran estar satisfechas con los residuos incorporados en € inoculo,
como contaminantes. No puede excluirse, tampoco, la existencia de algin mecanismo
alternativo de captacion de hierro, incluyendo, pese a todo, una capacidad limitada de
utilizacion de la transferrina murina por parte de A. pleuropneumoniae (hipotesis
rechazada por la mayoria de los expertos) o la disponibilidad de otras fuentes
(contaminantes), como se ha sefialado. En cualquier caso, este comportamiento ha sido
descrito antes por otros autores Sebunya y Saunders (1982), con ratones C3H
inoculados con 0,1 DL 5, observaron una tasa de multiplicacion individual de hasta 25
veces la media, en las primeras doce horas, y en algunos animales observaron neumonia
hemorrégica, que se correspondia con cifras atas en los recuentos (1,57 x 10”; inéculo
de partida: 1,6 x 10°).
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Igual que sucediera con los ratones convencionales, en el caso de los ratones
BALB/c tampoco resulta féacil explicar estos comportamientos (aunque en este caso los
incrementos de la poblacion bacteriana solo tuvieron lugar en una de las tres pruebas
realizadas), especidmente cuando las recuperaciones y discretas multiplicaciones
aparentes de A. pleuropneumoniae se suceden después de 12 6 24 horas a partir de la
infeccion. Podria relacionarse con la colonizacion pasgjera del aparato respiratorio, que
produce en interval os distintos ese aumento del niUmero de bacterias recuperado, pero la
falta de un sistema resolutivo para abastecer de hierro necesario haria que las bacterias
se aclarasen en un tiempo corto.

En cuaquier caso, con una dosis moderada de A. pleuropneumoniae, que no
supera el millén de bacterias (en un solo caso con ratones convencionales se utilizd una
dosis con este montante), € sistema inmune del animal resuelve la infeccién
abortandola en un tiempo, que en e caso més extremo, independientemente del tipo de
animal utilizado y siempre por via intranasal, no supera las 120 horas, sucediéndose

casos mucho mas precoces, que alas 28 horas ya no permiten recuperaciones.

La informacion obtenida de otros autores indica que inoculando la misma cepa
del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae por la via intraperitoneal en ratones, se observo
mortalidad con dosis de 0,5 ml a partir de titulos de 4 x 10° ufc. En e caso de la
inoculacion intranasal, se produce la muerte de los ratones (75-100 %) en las 12 h post-
infeccién con dosis de 4 x 107 ufc (Komal y Mittal, 1990). Aparentemente, la muerte
sobreviene por un choque séptico, observaciones que coinciden con las nuestras, para
establecer que € modelo en ratdn solo sirve para reproducir y valorar lainfeccion aguda
(Rioux et al., 1998).

Otros autores han utilizado modelos experimentales distintos para estudiar la
infeccion y la inmunidad de la proteccion frente a A. pleuropneumoniae, como sucede
en el caso de cobayos (Kume y Nakai, 1988) o ratas, pues su relacion filogenética con
Haemophilus influenzae justificaba el uso de esta especie animal, aunque |os resultados

no fueron concluyentes (Hansen et al., 1982).

140



Resultados y Discusion

4.4. Supervivencia / multiplicacion de A. pleuropneumoniae en ratones

inoculados con transferrina sérica porcina.

Seguin se ha establecido en €l apartado 4.16 de Materiales y Métodos, se llevaron
a cabo varios experimentos de supervivencia de A. pleuropneumoniae con distintas
concentraciones de transferrina porcina. Inicialmente se probaron 3 concentraciones de

transferrina (50 g, 100 pg y 400 pg), cuyos resultados se muestran a continuacion.

Primer Experimento. Resultados de supervivencia de A. pleuropneumoniae en
5 pruebas con 50 g de transferrina porcinay € mismo indculo de A. pleuropneumoniae
(5,6989 log 10 de ufc, equivalente a 5x10° ufc), en un periodo de estudio entre 0-216 h.
(Tabla22).

indculo
Prueba | Oh 12h | 24h | 72h | 120h | 168h | 192h | 216h
1 569 | 7,79 | 698 | 492 | 387 / 0 0
2 569 | 600 [ 650 [ 2,60 0 0
3 569 | 683 | 579 | 498 | 382 | 176
4 569 | 686 | 713 | 582 | 482 | 192
5 569 | 569 [ 626 | 633 | 323 /
Promedio] 569 | 667 | 653 | 493 | 315 | 184

(@) o] e ] fan ] Fan)
(@) o] o] e ] Fan)

Tabla 22. Resumen de los valores de supervivencia de A. pleuropneumoniae (log 10 de
ufc) en 5 pruebas en ratones NMRI (hembras 30 g) tratados con 50 pg de transferrina
porcina en un periodo de 0 a 216 h. Conjunto de 64 ratones. 0 h: inoculo inicia; /: no se
Ilevaron a cabo recuentos en ese punto horario.
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2
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Oh 12h 24h 72h 120h 168h 192h 216h
Horas | —— 50ug Promedio

Figura 13. Resumen de 5 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en
ratones NMRI (hembras 30 g) tratados con 50 pg de transferrina porcina en un
periodo de 0 a216 h.
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Las siguientes gréficas corresponden a los resultados de las 5 pruebas
individuales de supervivencia y multiplicacion de A. pleuropneumoniae en ratones
NMRI (hembras 30 g) tratados con 50 ug de transferrina sérica porcina (en la practica
de 168 h).
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Figura 14. Resultados de 5 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI
tratados con 50 pg de transferrina porcina (en la practica de 168 h).

Segundo Experimento.

Resultados de supervivencia de A. pleuropneumonaie en 4 pruebas con e mismo
in6culo del microorganismo (5 x 10° ufc, equivalentes a 5,6989 log 10 de ufc) y 100 pg
de transferrina porcina. Periodo de estudio: 0 — 216 h (Tabla 23).
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In6culo
Prueba Oh 12h 24h 72h 120 h 168 h 216 h
1 56989 | 7,9294 | 7,8603 | 4,9216 | 4,6367 2 0
2 5,6989 | 6,0762 | 6,4807 | 5,5436 | 3,4065 | 2.2900 0
3 56989 | 6,8893 | 5,9294 | 4,8573 | 5,9493 | 3,9084 | 1,9190
4 56989 | 6,8893 | 7,0504 | 7,9294 | 6,8603 | 2,9084 | 1,6216
100ug | Promedio| 5,6989 | 6,9460 | 6,8302 | 5,8129 | 5,2132 | 2,7767 | 0,8851

Tabla 23. Resultados de 4 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones
NMRI (hembras 30 g) tratados con 100 pg de transferrina porcina en un periodo de O a
216 h. Total de 48 ratones utilizados (2 por punto horario; el resultado se refiere como

unamedia). Vaores en log 10 de ufc. Oh: indculo de prueba.
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Figura 15. Promedio de 4 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en
ratones NMRI (hembras 30 g) tratados con 100 pg de transferrina porcinaen un
periodo de 0 a 216 h. NUmero total de ratones utilizado: 48 ratones (2 por punto
horario; el resultado se refiere como una media de ambos).

Las siguientes gréficas corresponden a los resultados de las 4 pruebas de

supervivencia 'y multiplicacion de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI (hembras 30

g) tratados con 100 ug de transferrina porcina (en la practicade 120 h).
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Figura 16. Resultados de las 4 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI
tratados con 100 g de transferrina porcina.

Tercer Experimento.

Resultados de supervivencia de A. pleuropneumoniae en 5 pruebas con e mismo

inéculo del microorganismo (5 x 10° ufc, equivalentes a 5,6989 log 10 de ufc) y 400 pg

de transferrina porcina, en un periodo de estudio entre 0 — 216 h (Tabla 24).

indculo

Prueba 0 12 24 72 120 168 192 216

1 5,6989| 7 ,9268]| 8 ,9294] 4 ,8095| 3 ,5797 1 0 0

2 5,6989| 6,2848]| 4 ,3354| 2 ,7293 2 0 0 0

3 5,6989( 6 ,9294| 6 ,8481] 2 ,8260( 1 ,2041 0 0 0

4 5,6989| 6,9294] 6 ,8481| 6 ,9268| 4 ,9294| 1,826 0 0

5 5,6989| 6 ,0576| 5,9930| 5,2938| 3,1399| 0,6192 0 0

400ug| Promedio] 5.6989 | 6.8256 | 6.5908 | 4.5171 | 2.9706 | 1.2226 0 0

Tabla 24. Resultados de 5 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI
(hembras 30 g) tratados con 400 ug de transferrina porcina en un periodo entre 0 — 216 h. NUmero
total de ratones utilizados: 70 (2 por punto horario; el resultado representa una media). Valores en
log 10 de ufc.

Logufc/ml

ORNWAMITON®DO
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192h

g

216h

I —@— 400ug Promedio I

Figura 17. Promedio de 5 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumoniae en
ratones NMRI (hembras 30 g) tratados con 400 ug de transferrina porcina en un
periodo de 0- 216 h. n= 70 ratones (2 por punto horario).
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Las siguientes gréficas corresponden a los resultados de las 5 pruebas de
supervivencia 'y multiplicacion de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI (hembras 30
g) tratados con 400 g de transferrina porcina.
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Figura 18. Resultados de 5 pruebas de supervivencia de A.
pleuropneumoniae en ratones NMRI tratados con 400 pg de
transferrina porcinaentre 0 — 216 h.

Con caracter general, un andlisis superficia de los resultados permitio concluir,
ademés de otros resultados referidos a cuestiones tipicas y de mangjo de los animales, la
mayor supervivencia en € grupo a que se administrd 100 pg de transferrina porcina.
Por esta razon, los siguientes estudios se llevaron a cabo, exclusivamente, con esta

concentracion proteica. A tal efecto, los ratones NMRI fueron sustituidos por ratones
BALB/c nude SPF.

En esta etapa, e experimento se repitié con 10 pruebas y una sola concentracion
de 100 pg/ml de transferrina porcinay con ratones SPF (hembras de 30 g) con unadosis
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subletal de A. pleuropneumoniae serotipo 1 (CM5) de 5x10° ufc. En la Tabla 25 se

muestran | os resultados obtenidos.

in6culo
Prueba 0 12 24 48 72 98 120 168 216
1 4.,92421 2 ,4771| 3,0413| 2 ,7781 3 2,6989| 2,602 0 0
2 5,4289|4 ,7721|5 ,4552| 6 ,1856| 5 ,4532| 3,7836| 3,7414| 2,0149] 0,358
3 5,6428|4,7721| 5 ,4552| 6 ,1856| 5 ,4532| 3,7836| 3,7414| 1 ,1915| 0 ,5274
4 5,6989| 4 ,4864| 5 ,2292| 5,0427| 5,2091| 4 ,8843| 3,8188] 2 ,9068| 0 ,6662
5 5,9019| 5,8642| 6 ,4807| 6 ,4589| 6 ,4537| 4 ,8603| 4 ,4847 0 0
6 5,7284|5,0791| 6 ,0374| 5 ,6532| 4,566 | 3,6532| 3,4684 0 0
7 5,7481| 4 ,6627| 4 ,3979| 3,8573| 2,176 | 2,602 | 2,6989 0 0
8 5,892 | 4,903 |4,7781| 4 ,2552|3,0791| 3,301 3 0 0
9 5,892 4 4903 | 4,301 4 3,2552 2 0 0
10 6,0755] 4,301 | 4,301 | 4,301 | 4,7481| 3,2552 3 0 0
Promedio| 5,6932| 4 ,5317| 5,0079| 4 ,9018]| 4 ,4138| 3 ,6077| 3 ,2555| 0,6113| 0,1551

Tabla 25 Resumen de 10 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumonaie en ratones BALB/c
nude SPF (hembras 30 g) tratados con 100 ug de transferrina en un periodo de 0-216h. n= 160
ratones (2 animales por punto horario). El dato que aparece reflgjado en la tabla es la media.
Valores en log 10 de ufc.

7.0

6.0

5.0 N

4.0
3.0

20

Log UFC/ml

1.0
0.0

12

24

48

72

98

Punto Horario

120

168

216

== Promedio

Figura 19. Promedio de 10 pruebas de supervivencia de A. pleuropneumonaie en
ratones BALB/c nude SPF (hembras 30 g) tratados con 100 g de transferrina en un
periodo de 0 a216 h.

Las siguientes gréficas corresponden a las 10 pruebas de supervivencia y

multiplicacion de A. pleuropneumoniae en ratones BALB/c nude SPF (hembras 30 g)

tratados con 100 pg de transferrina porcina (en la précticade 216 h).
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Figura 20. Conjunto de gré&ficas individuales de supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones
BALB/c nude SPF tratados con 100 pg transferrina porcina.
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441 Supervivencia de A. pleuropneumoniae. Influencia de la
administracién detransferrina porcina cargada con hierro.

Como se ha sefialado repetidamente, la hipotesis principa de este trabajo acerca
de la resistencia del ratdn a la infeccion por A. pleuropneumoniae reside en la falta de
abastecimiento de hierro a partir de la transferrina. Segun €lla, la transferrina sérica
murina no constituiria una reserva de hierro utilizable por la bacteria, que haria del raton
un hospedador inadecuado para ella. En sentido contrario, la aportacion exdgena de este
complgjo proteico, directamente dirigido hacia € lugar donde se produce la
colonizacion bacteriana, esto es, € aparato respiratorio (pulmones), deberia producir un
efecto de facilitacion de lainfeccidn, a menos en |o que a este inconveniente se refiere,
sin que €ello suponga necesariamente que solo las necesidades de hierro son

responsables de laresistencia o susceptibilidad alainfeccion en un sentido absol uto.

En este estudio, se probaron los efectos en la supervivencia de una dosis subletal
de A. pleuropneumoniae, de varias concentraciones de transferrina porcina saturada de
hierro, administradas en una dosis Unica previa a la infeccion (2 horas antes), en un

volumen tolerable fisicamente por e animal (50 ul) y por viaintranasal.

Transferrina a dosis baja. En la Tabla 22 se resumen los efectos sobre la
supervivencia de una DSL (5,6989 log 10) de A. pleuropneumoniae en un total de 5
pruebas en las que se administrd a ratones NMRI una dosis Unica de 50 pug de
transferrina porcina sérica saturada de hierro. El tiempo de supervivencia controlado se
prolongd hastalas 168 horas. El experimento se llevé a cabo de forma simultanea, de tal

modo que en las cinco series |os indcul os fueron idénticos.

Seguin puede verse, en los cinco casos existe un aumento claro del nimero de
bacterias a las 12 0 24 horas post-infeccion. A partir de las 72 horas se inicia un
descenso en los recuentos que al final se anula en todas las pruebas alas 192 horas y en
un solo caso a las 120 horas. Si se redliza un andlisis de detalle en las diferencias
producidas en los recuentos a cabo de las 12 6 24 horas, resulta que en la primera 'y
cuarta pruebas es donde se observaron |os resultados més llamativos, con una diferencia
del recuento en la primera prueba con € vaor del inéculo inicial de 2,0934 log 10, a
igual que en la cuarta prueba en las 24 horas, en que se obtuvo, también, una diferencia
apreciable, de 1,4354 log 10. El promedio de las cinco pruebas alas 12 horas determina,
en su conjunto, un aumento de cas 1 log 10 (exactamente 0,9721 log 10).
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El andlisis de los datos de las pruebas en las que se administraron 50 pg de
transferrina en relacion con la supervivencia de A. pleuropneumoniae determina los

siguientes hechos:

1. En el caso de las 5 pruebas en las que se administraron 50 pg de transferrina
(el 80% del total) se registraron incrementos de la poblacion bacteriana.

2. A las 12 horas post-inoculacién, €l vaor medio global de los recuentos en las
5 pruebas con 50 pg de transferrina fue de 6,6710 log 10, |o que supone un incremento
de la poblacion bacteriana de 0,9721 log 10. Si Unicamente se consideran las 4 pruebas
en las que se produjeron aumentos (80% del total), la media de los recuentos a las 12
horas post-inoculacién fue de 6,9160 log 10, con lo que la diferencia respecto de la
mediade inéculos se elevaa 1,2171 log 10.

3. A las 24 horas se mantiene e aumento de los recuentos sobre e indculo
original, aunque por debgo de la cifra obtenida a las 12 horas, o que pone de
manifiesto que ha comenzado el aclaramiento. La diferencia en este punto horario es de
+0,8377 log 10.

La comparacion de los datos de supervivencia de A. pleuropneumoniae, sin
adiciones complementarias y en los distintos tipos de ratones, en las distintas franjas
horarias, con los obtenidos en presencia de 50 pg de transferrina, pone de manifiesto
datos muy interesantes. Segun puede verse en la Tabla 26, las diferencias més
apreciables se producen en las primeras 12 y 24 horas en las que, mientras que en
ausencia de transferrina la caida en los recuentos ya es evidente en todas las pruebas
(16 con ratones NMRI, 3 con SPF y conjunto), en las 5 pruebas en las que se
administraron 50 pg de transferrina a ratones NMRI previamente al indculo bacteriano,
se produjeron aumentos, particularmente notables a las 12 horas y alln mantenidos a las
24 horas, aunque en este caso ya comienza la caida (como hemos sefialado antes) que,
por otra parte, es mucho més lenta, pues la anulacion de los recuentos no se produce

hasta las 192 horas frente alas 120 6 144 horas de los dos grupos de pruebas anteriores.
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Inéculo 12h 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168 h 192h

54798 | 51334 | 26655 | 17159 | 09578 0
5,5851 / / /
(-0,053) | (-04517) | (-2,9196) | (-38692) | (-4,6273) | (-5,5851)

16 pruebas ratones
NMRI

5,0984 54176 4,9594 3,1708 1,1002 04775 0 0
3 pruebasratones SPF | 5,6737 /
(05753) | (-02561) | (-0,7143) | (-25029) | (-4,5735) | (-5,1962 | (-5,6737) | (-5,6787)

5,4196 5,1781 30277 2,4463 0,9803 0,0754
19 pruebas (conjunto) | 55991 / / /
(-01795) | (-0.421) | (-25714) | (-3,1528) | (-4,6186) | (-5,5237)

5 pruebas 6,6710 6,5366 4,9353 3,1536 1,2283 0
5,6989 /

50 g transferrina +0972) | (+0,837) (-0,7636) (-2,5433) (-43706) | -56989

Tabla 26. Resumen de los datos mas relevantes de supervivencia de A. pleuropneumoniae en dos
grupos de pruebas llevadas a cabo con ratones (primer grupo de 16 pruebas con ratones NMRI y
segundo de 3 pruebas con ratones SPF) 'y su comparacion con 5 pruebas en las que se administraron a
los ratones NMRI 50 pg de transferrina sérica porcina. Datos expresados en log decimales. Entre
paréntesis, diferencias con €l indculo de partida.

4.4.2. Supervivencia en presencia de otras concentraciones de transferrina
(100y 400 pg).

El andlisis de los datos de la Tabla 27 demuestra que el empleo de 100 pg de
transferrina en las primeras 12 horas de infeccion, logré un aumento en el recuento de
bacterias con relacion a indculo administrado de 1,2472 log 10, aumento que se
mantiene a las 24 horas, aunque en este tiempo se inicia ya latendencia alabga, que
se invierte claramente a partir de las 120 horas. En cuaquier caso, con esta
concentracion de transferrina la supervivencia se mantiene por encima de las 216 horas,
en las que todavia en la mitad de las pruebas se detectan recuentos positivos. Traduce
estos datos, por un lado, lainfluencia de la transferrina tanto en la supervivencia como
en la multiplicacion clara de las bacterias en las primeras horas y, en segundo lugar, la
prolongacion del periodo de eliminacion que pasa de las 96 horas (Ultimo recuento
positivo en las 16 pruebas con ratones NMRI convencionales) 6 120 horas (en € caso
de los ratones SPF) alas mas de 216 horas (puesto que no pudo determinarse e limite a
agotarse € numero de ratones disponibles inoculados), una diferencia de a menos entre
96 y 120 horas en la supervivencia del agente, seglin se considere un grupo u otro de

pruebas.
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Inéculo 12h 24h 48h 72h 96 h 120h 144h 168 h 192h 216h
16 pruebas 547 513 2,66 171 0,95 0
558 / / / /
con ratones NMRI (-0,10) (-0,45) (-2,91) (-3,86) (-4,62) (-5,58)
3 pruebas 5,09 541 4,95 317 1,10 047 0 0
5,67 / /
ratones SPF (-0,57) (-0,25) (-0,71) (-2,50) (-4,57) (-5,19) (-5,67) (-5,67)
19 pruebas 541 517 3.02 2,44 0,98 0,07
5,59 / / / /
(conjunto) (-0,17) (-0,42) (-2,57) (-3,15) (-4,61) (-5,52)
5 pruebas 6,67 6,53 4,93 315 122 0
5,69 / / / /
50 pg transferrina (+0,97) (+0,83) (-0,76) (-2,54) (-4,3) (5,69
4 pruebas 6,94 6,83 581 521 2,77 0,88
/ / / /
100 pg transferrina (+1,24) (+1,13) (+0,11) (-0,48) (-2,92) (-4,87)

Tabla 27. Resumen de los datos mas relevantes de supervivencia de A. pleuropneumoniae en dos
grupos de pruebas llevadas a cabo con ratones (primer grupo de 16 pruebas con ratones NMRI y
segundo de 3 pruebas con ratones SPF) 'y su comparacion con 5 pruebas en los que se administraron a
los ratones NMRI 50 pg de transferrina sérica porcina y con 4 pruebas en las que se administraron a
los ratones 100 pg de transferrina. Datos expresados en log decimales. Entre paréntesis, diferencias
con €l indculo de partida.

En la Tabla 27 se muestra la comparativa de los resultados de supervivencia de
A. pleuropneumoniae en ausencia y presencia de transferrina, en concentraciones de 50
y 100 pg, pudiendo observar que a duplicar la concentracion se consigue prolongar la
supervivencia hasta més alla de las 216 horas, manteniéndose la tendencia de aumentos
observada en las 12 y 24 horas, particularmente en las primeras 12 horas, que en €l caso
de la concentracion de 100ug sigue siendo patente a partir de las 120 horas (no existen
datos de las 96 horas).

En € caso de la administracion de 400 pg de transferrina (Tabla 24),
nuevamente se pone de manifiesto una relacion clara entre la capacidad de
supervivencia de A. pleuropneumoniae y la disponibilidad de transferrina sérica porcina,
esto es, de la disponibilidad de hierro por parte de la bacteria. Cuando se comparan
estos resultados con los correspondientes a las concentraciones de 50 y 100 pg de
transferrina, asi como en su ausencia (Tabla 27) cabe sefiaar, en primer lugar, que como
en el caso de los 100 pg, los aumentos sobre la media dellim de infecciéon se
producen en las primeras 12 horas y se mantienen hasta las 72 horas, iniciandose el
descenso a partir de las 96 horas. En este caso, sin embargo, en el punto final de las 216
horas, |0s recuentos eran sustancialmente mas altos que en € caso de ladosisde 100 g,
con una reduccion sobre la cifra de infeccion de 1,6061 log 10, lo que supone un resto
bacteriano del 74,48% sobre la cifra de infeccion, mientras que en € caso de la dosis de
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100 pg en e mismo punto horario € resto de infeccion era solamente del 15,53%. Sin
embargo, otros inconvenientes derivados de la falta de tolerancia a una concentracion
tan adtay la densidad pastosa del inGculo, como ha sido sefiadlado en otros apartados,
ocasionaban dificultad respiratoria, que podia interferir con e resultado, falseando
posibles causas de muerte de los animales y su propio mangjo, |o que hizo aconsejable
decidirse a continuar los experimentos manteniendo como cifra de elecciéon para la
administracion de hierro, la de 100 pg de transferrina sérica porcina, puesto que a la

postre, los puntos conclusivos no variaban.

En la Tabla 28 se muestran los resultados comparados de la tabla de
supervivencia anterior, a la que se afiaden 1os obtenidos después de la administracién de
400 pg de transferrina sérica porcina, como en los experimentos anteriores,

administrados de una sola vez dos horas antes de lainfeccion.

o | 120 | 2h | 4h | 72nh | %h | 1200 | 44h | 168h | 1%2n | 26h

16 pruebas - 54798 | 5134 | 2665 | 17159 | 0978 | 0 / / / /
conratonesNMRI (01053) | (04517) | (-2919) | (:38692) | (-4627) | (55851

3 pruebes - 5008 | 54176 | 499 | 31708 | 11002 | 04775 | 0 0 / |
con retones SPF (05753) | (0.2561) | (0714) | (25029) | (4573) | (51962 | (56737) | (5678)

19 pruehas - S | SUEL | 307 | 24 | 0% | oo™ | / / |

(conjunto) (01795) | (0420) | (-2570) | (-3.1528) | (-4618) | (-55237)

5 pruehas - G0 | oo | | s | | A% | 128 | 0 /
50 pg transferrina (+09721) | (+08377) (-0,7636) (-25439) (4370) | (5699)

4 pruehas - Gt | g | | sem | s | 2| 0,885
100 g transferrina 12472 | (+1,1313 (+01114) (-04857) (2922) (-4,8137)
Aprcs 00ygde | oo, | TAO9 | 6O | IS | TOMS | S7AT | S0 | A0ToL | 468 | 4475 | 460

transferina T | 0808y | (+035886) | (+0260) | (+07902) | (07s)) | (06122) | (1914) | (1622) | (24527) | (-L60B)

Tabla 28. Resumen de los datos méas relevantes de supervivencia de A. pleuropneumoniae en dos
grupos de pruebas llevadas a cabo con ratones (primer grupo de 16 pruebas con ratones NMRI y
segundo de 3 pruebas con ratones SPF) y su comparacion con 5 pruebas en las que se administraron a
los ratones NMRI 50 pg de transferrina sérica porcina, con 4 pruebas en las que se administraron a los
ratones 100 pg de transferrina y con 4 pruebas en las que se administraron 400 pg de transferrina. Datos
expresados en log decimales. Entre paréntesis, diferencias con el indculo de partida. (*): en este caso,
media de 3 pruebas; (**): media de 2 pruebas.

El siguiente y definitivo experimento se llevo a cabo mediante la administracion
de 100 ug de transferrina sérica porcina, dos horas antes de la infeccion con una DSL,
de ratones SPF en un total de diez pruebas, cuyos resultados se comparan con los datos
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anteriores en la Tabla 29. Segln puede verse, con estos animales desaparecen los
aumentos habituales de las 12 y 24 horas y desde e principio se inicia un progresivo
descenso que mantiene la supervivencia hasta las 216 horas, en resultados muy
similares a los obtenidos con ratones NMRI convencionales (9% de supervivencia
frente a 15,53% referido antes).

inéculo 12h 24h 48h 72h %h 120h 144h 168h 192h 216h
16 pruebas 5 5851 54798 51334 2,6655 1,7159 09578 0 | | | |
con ratones NMRI (0,105 | (-0451) | (-2919) | (-3869) | (-4,627) | (-5585)
3 pruebas 56737 5,0984 54176 4,9594 3,1708 1,1002 04775 0 0 | |
con ratones SPF (0575 | (0256) | (-0714) | (-2502) | (-4573) | (-5196) | (-5673) | (-5678)
19 pruebas 55001 54196 51781 3,0217 2,4463 0,9803 0,0754 | | | /
(conjunto) (0179 | (-0421) | (-2571) | (-3152) | (-4,618) | (-5,523)
5 pruebas 6,6710 6,5366 4,9353 31536 1,2283 0
5,6989 / / / /
50 pg transferrina (+0972) | (+0,837) (-0,763) (-2543) (-4370) | (-5,6980)
4 prugbas 56980 6,9461 6,8302 | 58130 | 52132 | 2,7167 | 0,8852
100 pg transferrina (+1,247) | (+1,131) (+0,111) (-0,485) (2922 (-4.813)
4 pruehas Soaie 7,1029 6,8832 | **7,1508 | 7,0848 | *57417 | 58075* | **4,9761 | 46723 | **44375 | 4,6885
400 g transferrina ' (+0808) | (+0588) | (+0,260) | (+0,790) | (‘0751) | (-0612) | (-1,914) | (-1622) | (-2452) | (-1,606)
10 pruebas 45318 5,0079 4,9019 44138 3,6077 3,2556 06113 05172
100 pg transferrina 5,6923 / /
ratones SPF (-1,160) | (-0684) | (-0790) | (-1,278) | (-2,084) | (-2.436) (-5,081) (-5,175)

Tabla 29. Resumen de los datos mas relevantes de supervivencia de A. pleuropneumoniae en dos grupos
de pruebas llevadas a cabo con ratones (primer grupo de 16 pruebas con ratones NMRI y segundo de 3
pruebas con ratones SPF) y su comparacion con 5 pruebas en las que se administraron a los ratones
NMRI 50 pg de transferrina sérica porcina, con 4 pruebas en las que se administraron a los ratones 100 pg
de transferrina, con 4 pruebas en las que se administraron 400 pg de transferrinay, finalmente, 10 pruebas
adicionales en ratones SPF con 100 pg de transferrina. Datos expresados en log decimaes. Entre
paréntesis, diferencias con el indculo de partida. (*): en este caso, media de 3 pruebas; (**): media de 2
pruebas.

Puede considerarse demostrado, por tanto, que la administracion de transferrina
sérica porcina, cargada con hierro, prolonga la supervivencia de A. pleuropneumoniae
en e modelo ratdn, existiendo variaciones en funcién de la dosis y € tipo de animal,
fundamentalmente en lo que se refiere a la existencia de incrementos pasgjeros del log
decima de la cifra de infeccion en las primeras 12 horas y en los porcentges de
supervivencia de las bacterias a las 216 horas, tiempo considerado de referencia para
llevar a cabo los andlisis. Explicar laexistenciay desaparicion de los aumentos en las 12
y 24 horas que se observaban con ratones convencionales, ha de entenderse relacionado
con la mayor susceptibilidad de la raza (BALB/c respecto de NMRI) y su condicién

(SPF respecto de ratones convencionales). Esta observacion ha sido descrita
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anteriormente por Sebunya y Saunders (1982) y por Tascon (1995); este ultimo autor,
que utilizd también ratones NMRI y dosis similares a las nuestras, observd e mayor
numero de bacterias (en torno a 7 unidades logaritmicas) a las primeras horas de la
infeccion, mientras que a las 48 horas (Ultima medicion efectuada) el logaritmo se habia
reducido préacticamente a la mitad. Por su parte, Sebunya y Saunders (1982) emplearon
una cepa perteneciente al serotipo 5 y una linea de ratones diferente y comprobaron que
la mayor tasa de multiplicacion bacteriana, que dependia de la dosis inoculada por via
intranasal, se alcanzaba entre las 4 y las 12 horas posteriores. Al igua que en € estudio
de Tascdn (1995), la observacion concluia a las 48 horas, cuando |os nivel es bacterianos
habian disminuido considerablemente en algunos animales, mientras que en otros se
habia producido ya e aclaramiento pulmonar completo. Los resultados de ambos
estudios son bastante similares a los nuestros a los 2 dias de la infeccion, en tres de los
experimentos efectuados, mientras que en los dos restantes los Ultimos datos de
crecimiento bacteriano se registraron a las 32 y 44 horas de la inoculacion, como ya ha

sido expuesto.

4.5, Influencia de la actividad del complemento en la supervivencia de A.

pleuropneumoniae en €l raton.

Como se ha sefidlado, se estudié la influencia de la descomplementacion de los
animales mediante el tratamiento con veneno de cobra, en la supervivencia y/o

multiplicacion de A. pleuropneumoniae en € raton.

Como paso previo, se llevd a cabo la determinacion de la DLsp del veneno de
cobra, antes de la determinacion de las dosis subletales de uso, inicia y mantenimiento.
La DLsp se obtuvo mediante una tabla simple tipo Reed y Miench, a partir de cuatro
pruebas con lotes de 6 ratones por prueba y 5 concentraciones diferentes del veneno de
cobra (Tabla 30). La DL 5o quedd establecida en 0,0750 mg/kg peso vivo.
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Pruebas
Dosis 1 2 3 4 Vivos | Muertos
Veneno mg/kg Dosisy Volumen final M/V|MI/V]|M/V|M/V| totales total | Mortalidad
0,01875mg/kg | 13,39l + 86,61 PBS [0 / 6[{0 / 6|0/ 6|0/ 6 24 0 0%
0,0375mglkg | 6,78ul + 17322pulPBS [0 / 6{0 / 6|0 / 6|1/ 5 23 1 4,10%
0,0525mglkg | 375pu + 1625uPBS (0 / 61/ 5|3/ 3|2/ 4 18 6 25%
0,0750 mg/kg 535ul + 1465uPBS |2/ 4|3 [/ 3|3/ 3|41 3 12 12 50%
0,0900mg/kg | 642pl + 1358uIPBS (6 / 0Of6 / 0|6/ 0|6/ 0O 0 24 100%

Tabla 30. Tabla para la determinacion de la DL, del veneno de cobra utilizando 5 concentraciones
diferentes y 4 pruebas con lotes de 6 ratones NMRI por prueba (en total, 24 ratones por concentracion de
veneno de cobra).

4.5.1 Ajustedela dosis subletal de veneno de cobra.

A la vista de los resultados de las inoculaciones anteriores, se decidio utilizar
como dosis subletal inicial la que habia proporcionado un valor mas proximo a cero
(4,1%) y como dosis subletal de mantenimiento, la que habia proporcionado € 0% de

muertes. En la Tabla 31 se resumen estos datos.

0,0375 mg/kg = 26,78 ul + 73,22 ul PBS Dosis subletal inicial

0,0187 mg/kg = 13,39 ul + 86,61 ul PBS  Dosis en las aplicaciones de mantenimiento 22, 32 42y 52

Tabla 31. Dosis subletal inicial y de mantenimiento de veneno de cobra utilizada en |os experimentos de
descomplementacion de ratones NMRI.

45.2. Resultados de supervivencia y/o multiplicacion de A.
pleuropneumoniae en ratones NMRI descomplementados por € tratamiento con

una dosis subletal de veneno de cobra en diferentes modalidades de aplicacion.

Se llevaron a cabo un conjunto de 3 experimentos con 6 grupos (A-F) de 24
ratones cada uno (ver Tabla 11). Los inoculos de infeccion fueron, respectivamente, de
5,6989; 5,6989 y 6,6532 log 10 de ufc. En lastablas y figuras que siguen se recogen los

resultados correspondientes.
Primer Experimento.

Se utilizaron los grupos sefialados (A-F) de los que los grupos E y F fueron

controles, respectivamente, de infeccion y de veneno de cobra. El indculo fue idéntico
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en todos los grupos (5,6989 log 10 de ufc, equivalente a5 x 10° ufc) (ver Tabla32'y
Figura 21). El grupo A fue inoculado en la hora O con veneno de cobra y la dosis
infecciosa de A. pleuropneumoniae; € grupo B recibio una primera dosis (0,0375
mg/kg) inicial de veneno de cobra 12 h antes de la infeccion y cuatro dosis de
mantenimiento (0,0187 mg/kg) en las horas 12, 28, 40 y 52 después de lainfeccion. El
grupo C recibi6 la dosis inicial de veneno de cobra 40 horas antes de la infeccion y
dosis de mantenimiento en las horas 28 y 16 antes de lainfeccion y 12 y 52 después de
la infeccidon. Finalmente, € grupo D recibio la primera dosis de veneno de cobra 24
horas antes de la infeccion y de mantenimiento 20 y 12 horas antes de lainfecciéon y a
las 16, 28 y 52 horas después de ella. El control de supervivencia no recibié veneno de
cobra (solo fue infectado con la misma dosis que los grupos de prueba) y e control de
veneno de cobra recibio un total de 6 dosis de veneno: la primera dosis a las 40 horas
antes de la infeccién y dosis de mantenimiento a las 36, 28 y 16 horas antes de la
infeccion y alas 0y 12 horas después de ella. Se utilizaron 24 ratones por grupo.

Grupo/ Horas Oh 4h 28h 52h 76h 100h 124h 148h 172h
A 56989 | 69214 | 7,5368 | 6,5582 | 56247 | 39846 | 28412 0 0
B 56989 | 64235 | 43964 | 41286 | 36442 | 19856 0 0 0
C 56989 | 69852 | 7,1028 | 7,4136 | 51468 | 36349 | 14824 0 0
D 56989 | 6,6248 | 6,1248 | 31278 | 25594 | 21724 2 0 0
E 56980 | 74024 | 7,6248 | 54589 | 4,5682 | 25628 | 1,4286 0 0
F 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 32. Recuento de A. pleuropneumoniae en ratones (hembras 30 g) tratados con una dosis de
0,0375 mg/kg (inicial) y 0,0187 mg/kg (mantenimiento) de veneno de cobra por via intraperitoneal .
Dosis de A. pleuropneumoniae 5 x 10° ufc= 5,6989 log 10 ufc. en un periodo de 0 — 172 h. Se
utilizaron 24 ratones por grupo. Total= 144 animales. Valores de supervivencia en log 10 de ufc.
Grupo A: Enlahora0, inoculacion VC y laDI. Grupo B: 123 dosis de VC -12 h. Mantenimiento de
VC en horas +12, +28,+40 y +52. Grupo C: 12 dosis de VC -40 h y mantenimiento deVC en -28y -
16 h. Después de la infeccion, en +12 y +52. Grupo D:12 dosis VC a las -24 h y 2 dosis de
mantenimiento en -20 y -12 h. Después de la infeccion, mantenimiento en +16, +28 y + 52 h. Grupo
E: control supervivencia de A. pleuropneumoniae. No hay administracion de VC. Grupo F: Control
VC: 12dosis a-40h y mantenimiento en -36, -28y -16 h. Nuevasen 0y +12 h.

La Figura 21 recoge la representacion grafica de los valores de
supervivencia de A. pleuropneumoniae obtenidos en los distintos grupos de
prueba y controles (A-F) después de someter a los animales a distintos

tratamientos con veneno de cobra (dosisinicial y dosis de mantenimiento).
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Figura 21. Supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones (hembras 30 g) tratados con
veneno de cobra en 4 grupos de prueba (A -D) y controles (E, F) inoculados con 6,66989 log
10 de ufc de A. pleuropneumoniae (Primer experimento) entre 0 — 172 h.

Segun puede verse, no se observan diferencias apreciables entre los grupos de

pruebay € control deinfeccion.

En la Tabla 33 se recogen los resultados correspondientes al nimero de animales
encontrados muertos a lo largo de la experiencia, en los distintos grupos de prueba y
controles, asi como los animales vivos, que fueron sacrificados para llevar a cabo los
recuentos. Segun puede verse, todos los grupos de prueba presentaron fallecimientos,
especiamente los dos primeros (A y B) mientras que los grupos controles funcionaron
perfectamente, sin fallecimientos en e caso del control de infeccion y con un porcentaje
menor en el caso del control de veneno de cobra. En todos los casos, las muertes se

produjeron entre las 28 y 76 horas después de lainfeccion.

Grupo/Horas 4h 28n | 52h | 76h | 100h | 124h | 148h | 172h | sacrificados | muertos
SIM | SIM | SIM |SIM [ SIM |SIM [SIM | SIM % %

A 2101/ 7|17 2{1/2)2/02/0(2/01{21/0 54,17% 45,83%
B 210 |1/ 111/9f|1/2)2/0f2/0)2/0(1/0 50% 50%
€ 2/02/0]2/4)12/13]2/012/0(2/70([3/0| 708% 29,16%
D 2102/ 12/ 1{2/2|3/0]3/0]3/0[3/0 83 4% 16,6%
E 3/0(3/0[3/0{3/0[3/0]3/0]3/0[3/0 100% 0
F 3/0|3/0]1/2]3/0|3/0[{3/0[{3/0[3/0|] 9166% 8,34 %

Tabla 33. Ratones sacrificados (n) y muertos (n) inoculados con A. pleuropneumoniae y
tratados con veneno de cobra en 4 grupos de prueba (A —-D) y controles (E, F) inoculados con
5,6989 log 10 de ufc de A. pleuropneumoniae (Primer experimento) entre 0 — 172 h. S
sacrificados. M: muertos.
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Figura 22. Representacién gréfica del nimero de ratones muertos infectados con A.
pleuropneumoniae y tratados con veneno de cobra en un periodo de0—172 h
(primer experimento).

Segundo Experimento

En este experimento se valoré iguamente la supervivencia de A.
pleuropneumoniae (5x10° ufc) en 6 grupos (A —F) de 24 ratones tratados con veneno de
cobraalo largo de un periodo de 0 a172 h. EnlaTabla34 y laFigura 23 se recogen los
resultados obtenidos. Igual que sucedidé en € primer experimento, no se observan
diferencias notables respecto de la supervivencia de A. pleuropneumoniae entre los

grupos de pruebay €l control de infeccion.

Grupo/Horas Oh 4h 28n 52h 76h 100h | 124h | 148h | 172h
A 56989 | 62246 | 65378 | 65051 | 56232 | 56989 | 3,9864 [ 14698 1

B 56989 | 58694 | 64204 | 43919 | 41248 | 36499 | 24692 [ 16894 0

C 50989 | 62436 | 68643 | 74149 | 51461 | 4,602 | 46091 | 36367 | 14678
D 56989 | 59852 | 60791 | 6,1083 [ 31248 [ 25521 [ 2,176 2 0

E 56989 | 61284 | 66232 | 64522 | 45641 | 36091 [ 12216 0 0

F

0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 34. Recuento de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI (hembras 30 g) tratados con
veneno de cobra en un periodo de 0 — 172 h. 24 ratones por punto horario (4 ratones por grupo);
Total=192 animales. Valores de supervivenciaen log 10 de ufc. 0 h corresponde a inéculo.
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Figura 23. Promedio de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI (hembras 30 @)
tratados con veneno de cobra en un periodo de 0-172 h. Grupos.

En lo que se refiere alos animales hallados muertos en el curso del experimento,
la Tabla 35 pone de manifiesto los mismos hechos descritos en € primer experimento,
esto es, la concentracion de muertos en los cuatro grupos de prueba, especiamente en
los dos primeros (grupos A y B), la ausencia de muertos en €l control de infeccién y la
obtencion de un nimero reducido de muertos en el caso del control de veneno de cobra.
En este caso, lafranja horaria en que aparecieron cadaveres se prolongo hasta las 100 h,
siendo especiamente importante en el caso de las 52 y 76 h. La Figura 24 representa

graficamente | os resultados anteriores.

Grupo 4h 28h 52h 76h | 100h | 124h | 148h | 172h |Sacrificados| Muertos
Horario | S/IM | SIM | SIM | SIM | SIM [ S/IM [ SIM [ SIM % %

A 2/0{2/8)12/ 411/ 1[1/70[{1/0]1/0]1/0f 458% [ 5417%
B 2101201312/ 6[2/1[2/1[1/70]1/0]1/0| 542% 45,8%
C 310f2/7 112/ 2)2/5[3/0{2/0]1/0]1/0| 666% 334%
D 3/10{3/0)2/1)2/2({3/0{3/0]3/0]2/0| 875% 12,5%
E 3/0{3/0)3/0)3/0[3/0{3/0)3/0[3/0] 100% 0

F 3/0)3/0)1/2{2/71{3/0)3/0]3/0[{3/0f 875% | 125%

Tabla 35. Sacrificio y muerte de ratones inoculados con A. pleuropneumoniae y tratados con
veneno de cobraen un periodo de 0 — 172 h. S= animales sacrificados. M = animales muertos.
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Figura 24. Numero de ratones infectados con A. pleuropenumoniae y tratados con
veneno de cobra, muertos en un periodo de 0 — 172 h.

Tercer Experimento

En € ultimo experimento (Tabla 36), la dosis de infeccion fue ligeramente més
alta (1 log 10 mas) aunque tampoco se observaron por ello diferencias apreciables entre
los grupos de prueba y e control de infeccion, como habia sucedido en los

experimentos anteriores. La Figura 25 recoge la representacion grafica de los resultados

obtenidos.

Grupo/ Horas| Oh [ 4h | 28nh | 52h | 76h | 100h | 124h | 148h | 172h
A 6,65326,4289|6,3982| 6,124 | 5,6442| 5,489 [2,2246] 1 5672| 0
B 6,6532| 641241 6,1436| 6 ,6254| 4 ,6022| 3,6328| 2 4824| 0 0
C 6,6532(6,0742(7,1844|7,1268| 5,558 | 3,458 | 2,170 | 1,2864] 0
D 6,6532| 6,8943| 7,2486( 60722 3 4894| 2 6874| 2 |15426] 0
E 6,6532| 6,985 | 6,6214|7 4596|6,5674|4,6642| 2,22 | 1 0
F 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 36. Recuento de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI (hembras 30 g) tratados con
veneno de cobra en un periodo de 0 — 172 h. 24 ratones por punto horario (4 ratones por grupo);
Total=192 animales. Valores de supervivencia en log 10 de ufc. 0 h corresponde al inéculo.
Grupos: Dosisde A. pleuropneumoniae 4.5 x 10° ufc (6,6532 log 10 de ufc).
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Figura 25. Recuento de A. pleuropneumoniae en ratones tratados con veneno de cobra
en un periodo de 0 —172 h.

La Tabla 37 recoge los resultados referidos a los animales encontrados muertos
en e curso del experimento. Vuelven a repetirse los halazgos de experimentos
anteriores (primero y segundo), con una concentracion de fallecimientos en los grupos
de prueba, especiamente en los grupos A y B, aunque en este caso son también atos en
el grupo C, y sin falecimientos en e grupo de infeccién y muy moderados en € grupo

control de veneno de cobra.

Grupo 4h 28h | 52h | 76h | 100h | 124h | 148h | 172h |Sacrificados| Muertos
Horario | S/M | S/M | S/IM | SIM | SIM | SIM | SIM | SIM % %
A 2002/ 82/ 41/ 1]1/70]1/0]1/0]1/0] 4586 [ 542%
B 210121327612/ 1{2/1)1/0|1/70[1/0] 542 | 458%
C 31027112/ 2{215]3/0[2/0]1/0[1/0[ 666% | 334%
D 3/013/012/1)12/12)13/0)3/0]3/0[2/0| 875% 125%
E 3/013/0({3/0]3/0{3/0)3/0{3/0[3/0] 100% 0
F 3/0(3/0[1/2{2/1]3/0(3/0|3/0]|3/0] 85% | 125%

Tabla 37.-Ratones inoculados con A. pleuropneumoniae y tratados con veneno de cobra, muertos en
un periodo de 0 — 172 h. S=animales sacrificados. M= animales muertos.
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Figura 26. NUmero de ratones sacrificados y muertos en infectados con A.
pleuropneumoniae y tratados con veneno de cobra, muertos en un periodo de 0 — 172 h.

4.5.3. Influencia de la actividad del complemento en la supervivencia de A.

pleuropneumoniae en €l raton.

El veneno de cobra (VC) contiene un factor (CVF, cobra venenom factor) que
actia de forma semejante a C3b (es un analogo), formando un complejo muy estable
(CVFBb) que provoca una activacion masiva del complemento, liberando grandes
cantidades de C3b y produciendo, por agotamiento, una deplecion de C3 del plasma que
termina causando la muerte del animal envenenado, en pocos minutos (Garcia Olivares
et al., 2009).

El polisacarido capsular participa en la supervivencia de las bacterias capsuladas
y en la resistencia a complemento, como |o demuestra el hecho de que los mutantes
acapsul ados de bacterias que poseen esta estructura se eliminan con facilidad del suero,
precisamente a consecuencia de la actividad del complemento. En este trabgo se ha
llevado a cabo un estudio para determinar si € sistema del complemento influye
directamente en la susceptibilidad o resistencia de los ratones NMRI frente a A.
pleuropneumoniae. Se utiliz6 veneno de cobra ngja (Sigma) cuya DLsy, ha sido
establecida en 1,75 mg/kg peso vivo (Norris, 1989).

Con € fin de determinar la dosis subletal (DSLsp) se llevaron a cabo 5 pruebas
con otras tantas concentraciones del veneno de cobra. En la Tabla 30 se recogen los
resultados de las 5 diferentes dosis de veneno de cobra utilizadas en los distintos grupos
de ratones. La DSL quedd establecida en 0,0375 mg/kg y la dosis subleta de
mantenimiento (DSLm) en 0,0187 mg/kg.
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Para llevar a cabo € estudio de supervivencia de A. pleuropneumoniae en
ratones descomplementados mediante €l tratamiento con veneno de cobra, se llevaron a
cabo un tota de 3 experimentos en los que la Unica variacion, ademas de la
temporalidad, tenia lugar en relacion con € inéculo. Todos los estudios incluian €l
protocolo descrito en la Tabla 11, con 4 ensayos de prueba y dos controles, tal y como
alli se describe.

En e primero de los ensayos, a que corresponden |os resultados recogidos en la
Tabla 32, puede verse que € grupo A, a que se sometio al tratamiento con una dosis
nica de veneno de cobra (dosisinicial) a tiempo de lainfeccion, se comporté de igual
forma en la recuperacién del microorganismo que los grupos C y D, que recibieron 5y
6 dosis de veneno de cobra, respectivamente, y de maneramuy similar alo ocurrido con

el grupo E, que no recibi¢ tratamiento (control de infeccion).

Resumiendo, los efectos sobre |a supervivencia de una dosis subletal (5,6989 log
10) de A. pleuropneumoniae en un total de 6 pruebas en las que se les administré a
ratones NMRI diferentes combinaciones de veneno de cobra, que incluian una dosis
inicial (0,0357 mg/kg) y una o varias dosis de mantenimiento (0,0187 mg/kg) antes y/o
después de lainfeccién, produjo efectos iguales o similares. Con excepcion del grupo B
y € control F, en € resto de los grupos se produjeron supervivencias hasta las 124
horas, anulandose a las 148 h postinfeccion. El rango de supervivencia a las 124 horas
oscilabaentre 1,4 (grupo C) y 2,8 (grupo A) log 10, siendo de 1,42 log 10 en €l caso del
grupo E (control de infeccidn sin tratamiento de descomplementacion). El grupo B (una
dosisinicia de VC 12 horas antes de la infeccion y 4 dosis de mantenimiento a las 12,
28, 40 y 52 horas después de la infeccion) produjo un adelantamiento de la eliminacién
alas 124 horas. De todo ello se deduce que la presencia o ausencia del complemento no
influye de forma apreciable en la supervivencia y/o €iminacion de A.
pleuropneumoniae, 10 que por otra parte guarda relacion con €l caracter capsulado de
este microorganismo, que neutraliza la activacion de este sistema inmune del animal.
Tal condicion esta de acuerdo con los trabgjos de Udeze y Kadis (1992) que, utilizando

anticuerpos anti-cdpsula, consiguieron la activacion del sistemadel complemento.

En la Tabla 33 se recogen |os resultados de |os animales que murieron y los que
fueron sacrificados en los grupos de prueba. Un andlisis cuidadoso de estos datos parece

sugerir que e veneno de cobra potencia la accion de A. pleuropneumoniae aumentando
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su virulencia o, inversamente, la susceptibilidad del animal a microorganismo, aunque
los recuentos encontrados en los animales sacrificados no presenten variaciones en la
supervivencia. Sin embargo, dosis repetidas (inicial méas cinco de mantenimiento) en €l
control apenas producen un 8,33 % de mortalidad, de lo que parece excluirse la
implicacion del VC directamente como causa de muerte; de hecho, en € grupo D, a que
se administré la misma cantidad de VC que a control F, aunque de distinto modo, € %
de mortalidad supone € doble que en e control (16,6%), en cualquier caso lejos de los
resultados obtenidos con los otros grupos. € grupo B, presentd e % més ato de
mortalidad (50%), seguido del grupo A (45,83% de mortalidad) y € grupo C (29,16%).
En el control de infeccion (solo A. pleuropneumoniae) no hubo muertos (0%).

Aungue, como se ha sefialado antes, € umbral de las 124 horas es el Ultimo en €
gue se obtienen recuentos, excepto en el caso del grupo B, existen algunas diferencias
en los niveles numéricos de los recuentos. EI més alto corresponde al grupo A, seguido
del grupo D y en tercer lugar € grupo C. Precisamente, € grupo A es €l que recibié una
Unica dosis de VC (inicia y ninguna de mantenimiento), mientras que € grupo D
recibié 6 dosis (inicia y 5 de mantenimiento) y el grupo C recibié 5 dosis (inicia y 4 de
mantenimiento). Si se trata de correlacionar, como se hizo antes, la mayor
susceptibilidad del animal o la virulencia del agente con las muertes y directamente con
los niveles de los recuentos, 10 cierto es que no se aprecia relacion numérica alguna. Por
un lado, €l grupo B, que es € que produce mayor mortalidad, es el que primero se anula
(dltimo recuento a las 100 h con un nivel de 1,98 log 10), pero por otra parte, € de
mayor supervivencia (grupo A, 2,84 log 10 a las 124 h) le sigue muy de cerca en
capacidad mortal.

En € segundo de los ensayos, en e que se mantuvo e mismo indculo de
infeccion, no se repitieron los resultados del primero. En lo que se refiere a
supervivencia de A. pleuropneumoniae después del tratamiento con VC en los distintos
grupos (Tabla 34), en € caso de los grupos A y C se alcanzo € limite de 172 horas sin
anularse, mientras que en los dos grupos restantes (B y D) la supervivencia llego a las
148 horas, curiosamente por encima del nivel de supervivenciadel control de infeccion,
E, sin tratamiento con VC. Paraddjicamente, los tratamientos con VC, a partir del
mismo inbéculo de infeccién, prolongan la supervivencia del microorganismo y en €

nivel delas 4-28 h se aprecia, ademas, un incremento de las pobl aciones.
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En lo que se refiere a las muertes (Tabla 36), nuevamente se aprecian cifras
mucho mas atas en los grupos de prueba que en los dos controles, acanzando

secuencias semejantes a las descritas en el primer experimento.

Finalmente, en € tercero de los experimentos, con un inoculo de infeccion de
6,6532 log 10 (Tabla 36), € resultado muestra anulacion de todos los grupos a las 172
horas y en & caso del grupo B, a las 148. Solamente los grupos C y D manifestaron
incrementos leves en la poblacion microbiana, aunque retrasados a las 28 horas. El
control de infeccion produjo resultados similares alos de prueba. En lo que se refiere a
la presentacion de muertes de ratones en los distintos grupos (Tabla 37), vuelve a
repetirse la misma observacion anterior, esto es, |0s mayores porcentajes se obtienen en
los grupos A, B y C. En los tres experimentos, después de la infeccion intranasal y a
partir del dia 2 post-infeccion, los animales presentaron apatia y dificultad respiratoria,
con pérdida de peso. En la Tabla 38 se comparan los datos més significativos de los tres
experimentos de prueba.

Superviverlcia . Supe'rviven.cia . I ncrementos de la
Grupos de (hor as dltimo (diferencia log inéculo |% mortalidad (en i
prueba recuento altimo recuento 172 hor as) poblacion deA_\.
positivo) positivo) pleuropneumoniae

Al 124 2,8577 45,83 hastalas 76 h

A2 =172 44,6989 41,66 hastalas 52 h

A3 148 5,086 54,1 sin incrementos
A(media) > 148 + 24 4,2142 + 21 47,1 + 6,3

B1 100 3,7133 50 hastalas 4 h

B2 148 4,0095 54,16 hastalas 28 h

B3 124 4,1708 45,8 sin incrementos
B(media) 124 + 24 3,9645 + 2,3 49,9 + 4,2

C1 124 4,2165 29,16 hastalas 52 h

c2 =172 3,6989 37,5 hastalas 52 h

Cc3 148 5,3668 37,5 hastalas 52 h
C(media) >148 + 24 4,4274 + 8,5 34,7 + 4,8

D1 124 3,6989 16,6 hastalas 28 h

D2 148 3,6989 12,5 hastalas 52 h

D3 148 5,1106 12,5 hastalas 28 h
D(media) 140 + 4,1694 + 8,2 13,8+ 2,4

E1 124 4,2703 (e} hastalas 28 h

E2 124 44,4773 (o] hastalas 52 h

E3 148 5,6532 o hastalas 52 h
E(media) 132 4,8002 (e}

F1 - - 8,3

F2 - - 8,3

F3 - - 12,5
F(media) - - 9,7

Tabla 38. Resumen de tres experimentos (cada uno con 6 grupos diferentes, A, B, C, D, E, F) de
supervivencia y mortalidad de ratones NMRI inoculados con A. pleuropneumoniae y descomplementados
con diversas dosis y combinaciones de veneno de cobra
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Puede concluirse, por tanto, en los términos sefialados en relacidn con el primer
experimento, cuyas reflexiones son ampliables a la totalidad de las pruebas. que la
descomplementacion de los ratones con veneno de cobra, en diversas combinaciones
antes de la infeccion, simultdneamente con ella y después, no traduce cambios
destacables respecto del grupo control de la infeccién, no descomplementado, con o
cual puede deducirse que este microorganismo, que presenta capsula antifagocitica,
también es funcional frente a este sistema. Por otra parte, en razén de los datos
obtenidos, parece que la virulencia del microorganismo se ve influida por € tratamiento

o pudieraser que lainfluenciatuviera que ver con la susceptibilidad.

4.6. Influencia de la deplecion de neutréfilos (PMN) en la infeccion y
supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones NMRI, tratados con

transferrina porcina.

Los neutréfilos se consideran la diana celular principal de A. pleuropneumoniae.
Otras células vulnerables al ataque de los factores de virulencia de este agente,
principalmente sus toxinas RTX, incluyen macrofagos aveolares, células epitelides y

células testicul ares.

Los neutréfilos son fagocitos que directamente no son capaces de expresar su
maximo potencial fagocitico y bactericida, resultando menos resolutivos que los
macrofagos en la eliminacion de agentes externos. Sin embargo, € contacto previo con
un agente primario o con un factor estimulante incrementa su capacidad fagocitica
(Reinard et al., 2000), debido més a un incremento en € nuimero de células que se
activaron que a un incremento de la capacidad fagocitica individual (Roszkowski et al.,
1980; Roszkowski et al., 1990).

El presente estudio se llevo a cabo para valorar la importancia de los neutrofilos
en e desarrollo de la enfermedad y muerte de ratones NMRI infectados con A.
pleuropneumoniae, asi como para comprobar su influencia en la supervivencia y/o
multiplicacion de este agente en e modelo ratén. Con este proposito se llevaron a cabo
una serie de experimentos en animales tratados con €l anticuerpo monoclonal Ly-6G,
gue provoca deplecion de neutréfilos, y distintas condiciones, incluyendo la
administracion de transferrina porcina cargada con hierro, ademés de la correspondiente

infeccion con unadosis subletal del microorganismo.
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4.6.1. Elementos formes de sangre periférica y supervivencia de A.
pleuropneumoniae en diferentes grupos de ratones infectados y tratados con €

anticuer po monoclonal Ly-6G y 100 pg detransferrina sérica porcina.

Como se sefidla en e apartado correspondiente de Materiales y Métodos, se
llevd a cabo un estudio para investigar la supervivencia de A. pleuropneumoniae y la
mortalidad de los animales inoculados en un total de seis grupos de 30 animales cada
uno (grupos 1-6), que fueron inoculados con e anticuerpo monoclona Ly-6G,
transferrina porcina (100 pg) e infectados con A. pleuropneumoniae 5x10° ufc (grupo
1), con € anticuerpo monoclonal e infectados (grupo 2), un control de infeccion con A.
pleuropneumoniae (grupo 3), con el anticuerpo monoclonal y transferrina porcina pero
no infectados (grupo 4), solo con anticuerpo monoclonal (grupo 5) y un control sin

tratar ni infectar (grupo 6).

El estudio se llevo a cabo durante un periodo de 15 dias, utilizando diferentes
intervalos para la toma y procesamiento de muestras. Los resultados se recogen en la
Tabla 39.

Grupos/ Dias | inoculofinfeccion | dial dia2 dia3 dia6 dia10 dia15
Grupo 1 5,6989 6,5284 6,5806 6,7883 2,9337 0,4430 0
Grupo 2 5,6989 6,4102 6,7376 71,2612 2,9244 0,1234 0
Grupo 3 5,6989 6,6364 15742 6,5240 2,6892 0 0
Grupo 4
Grupo 5
Grupo 6

Tabla 39. Recuento (supervivencia) de A. pleuropneumoniae en ratones tratados con el anticuerpo
monoclona Ly-6G (clon RB6-8C5) y transferrina porcina saturada de Fe. Valores de los recuentos de

ufc expresados en log 10. Inéculo deinfeccion de 5 x 10° ufc (5,6989 log 10), dia= dia post-infeccion.

Seguin puede verse, € dato de supervivencia se prolonga hasta las 144 horas (6
dias) en @ control de infeccion (grupo 3) mientras que en los dos grupos de prueba
(grupos 1 y 2), en que se administra e anticuerpo monoclonal y la transferrina o
solamente el primero, la supervivencia de A. pleuropneumoniae se prolonga por encima
de las 240 horas, muy superior a valor obtenido en € correspondiente control de
infeccion. Aunque es cierto que €l resultado no proporciona informacion entre € sexto y
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décimo dia, € hecho de que se obtenga un resultado positivo, aunque minimo, pone de
manifiesto la influencia de la desaparicidbn o deplecion de neutréfilos en la

supervivencia del microorganismo y, en su caso, la presencia de transferrina.

La Figura 27 representa gréficamente los resultados y adolece del mismo

inconveniente (falta de datos en e intervalo 6 — 10 dias).

indculofinfeccion Dial Dia2 Dia3 Dia6 Dia10 Dial5

« o

—3 —o0 —c

O P N W b~ 01O N

Dias

EGrupol mGrupo2 ®Grupo3 EGrupo4 EGrupo5 = Grupo6

Figura 27. Recuento y supervivencia de A. pleuropneumoniae en ratones tratados
con AcMc y transferrina porcina en un periodo de 15 dias.

En e curso de los 15 dias de duracion del experimento se contabilizaron
diversos fallecimientos en los animales, en los diferentes grupos. La Tabla 40 recoge las
cifras de ratones encontrados muertos y sus porcentajes relativos alo largo de los 15
dias del experimento, diferenciando en cada caso el nimero de animales en los que se
reconocieron previamente sintomas de infeccion por A. pleuropneumoniae. Segln
puede verse, la mayor susceptibilidad corresponde a grupo 2 (animales inoculados con
el anticuerpo monoclonal e infectados), 10 que pone de manifiesto la importancia
relativa de este hecho en la deplecion de neutrdéfilos, y en consecuencia, del AcMc en la
vulnerabilidad ala mortalidad debido ala infeccién por A. pleuropneumoniae. También
resulta interesante destacar que es e efecto combinado € que proporciona mayor
letalidad (infeccién + monoclonal + transferrind) como seria de esperar, a facilitar la
presencia de Fe** utilizable, la actividad del microorganismo Ademés, la mortalidad en
el testigo de infeccion (grupo 3) y en € control del AcMc y transferrina (grupo 4)

fueron précticamente residual (2 animalesen €l primero y 1 animal en e segundo).
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La Figura 28 representa gréficamente los resultados descritos de la Tabla 40 y
puede verse, con claridad, primero que los muertos se concentran en los primeros dias

del experimento y laimportanciarelativade los grupos 1y 2, sobre €l resto.

Grupo Nimero| 1 2 3 6 10 15 | saorificados | Muertos
ratones [ S/M | SIM | SIM | SIM SIM | SIM % %
Crupol | AcMc+TieApp | 30 |4 /3[3/8[2/2] 212 [2/0|2/0 50 50
Grupo2 | AcMc+App 0 |3/2|3/6[5/1f 5/1 |2/0f21/0 66,0 334
Grupo 3 App 0 |5/1|5/0(5/Lf 5/0 |5/0([3/0 93,34 6.66
Grupo4 AcMc+Tf 0 |5/0|5/1{5/0f 5/0 |5/0([4/0 %,6 33
Grupo5 AcMe 0 |5/0]5/0{5/0f 5/0 |5/0([5/0 100 0
Grupo 6 sa0 2 |2/0(2/0(2/0) 2710 [2/0]21/0 100 0

Tabla 40. Porcentaje de ratones muertos en un periodo de 15 dias. S: animales sacrificados, M:
animales muertos; AcMc: anticuerpo monoclonal Ly-6G; tf: transferrina porcina; App: A.
pleuropneumoniae.
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Figura 28. Recuento de sacrificio y muerte de ratones inoculados con A. pleuropneumoniae
y tratados con AcMc y transferrina porcina en un periodo de 15 dias.

La Tabla 41 muestra los resultados que se refieren a la cifra de neutréfilos en
sangre periférica en este experimento. La Figura 29 representa gréficamente los

mMismos.
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Grupo/Dia | Tratamiento | infeccion | dial | dia2 | dia3 | dia6 | dial0 | dial5 | Mediadel grupo
Grupol | AcMc+tf+App| 35 2 18 i 15 13 12 16 + 75
Grupo 2 AcMc +App 82 3 2 2 2 18 18 2016 + 815
Grupo 3 App a7 50 50 47 4 4 4 46 + 314
Grupo 4 AcMc + tf 40 4 K| 0 28 25 2 2816 + 597
Grupo 5 AcMc 38 143 188 123 13 178 283 17+ 903
Grupo 6 sano M 407 4825 | 4 44 415 428 + 2,63

Tabla 41. Porcentgje de neutrdfilos sobre el total de elementos formes de la sangre periférica en
grupos de ratones inoculados con distintas combinaciones de: anticuerpo monoclona Ly-6G,
transferrina porcina cargada con hierro e infectados (ver texto), en un periodo de 15 dias. La cifra se
refiere a las medias de los animales supervivientes en cada periodo. AcMc: anticuerpo monoclonal Ly-
6G; tf: transferrina porcina; App: A. pleuropneumoniae.
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Figura 29. Porcentaje de neutrdéfilos en sangre periférica (sobre total de leucocitos) de
ratones inoculados con A. pleuroneumoniae tratados con el AcMc Ly-6G vy transferrina
porcina (ver texto) en un periodo de 15 dias

Si se toma como referencia la cifra de PMN en el grupo 6 (control sano 42,8%)
resulta que la infeccion sola (grupo 3, 46%) es causa del aumento de la cifra de PMN
entre el dialy 10 unamediade 3,2 puntos (42,8% de mediaen el control sano por 46%
de media en € grupo 3, solo infectado), que se reduce a 5 puntos (42,75% de media en
el control sanoy 47,75% de mediaen & grupo 3) si solo se consideran los valores con €
crecimiento en € control de infeccion (hasta € sexto dia 'y anulacion € décimo). Al
comparar e mismo periodo (dias 1 a 15) entre €l control sano (grupo 6, 42,8%) y los
grupos de infeccién (grupos 1y 2) lo que resulta es precisamente |o contrario: una clara
deplecion en lacifrade PMN, que vadesde 26,8 puntos en el caso del grupo 1 (16% de
media) a 22,64 puntos (20,16% en el caso del grupo 2, respecto de 42,8% en €l control

sano, grupo 6).

170



Resultados y Discusion

En el caso del grupo 4, no infectado, pero tratado con el AcMc y latransferrina,
también se produce deplecion, aungue la reduccion solamente alcanza 14,64 puntos
(28,16% de media en € grupo 4 respecto al 42,8% en e control sano, grupo 6).
Finalmente, en e caso del grupo 5 (AcMc solo) la diferencia (25,8 puntos) aboga
igualmente por una clara deplecién de los PMN atribuibles en exclusiva ala accion del

anticuerpo monoclonal.

Resumiendo pues, la infeccion produce una movilizacion y diferenciacion de
neutrofilos, mientras que e tratamiento con e AcMc produce deplecion. Ahora bien, la
accion combinada del anticuerpo con transferrina y sobre todo con la infeccion,
incrementa claramente la deplecion. Este hecho, por otra parte, justificaria la
supervivencia de A. pleuropneumoniae en |os 2 primeros grupos, que se prolonga mas
alladelos 10 dias, seguramente a encontrar menor resistencia celular, demostrando por
ello que los neutrofilos murinos constituyen una barrera eficaz frente a lainfeccion, que

influye en laresistencia de esta especie animal a microorganismo.

4.6.2. Estudio de la poblacion de neutrofilos por citometria de flujo.

Como se ha sefidlado en e apartado correspondiente de Materiales y Métodos,
las muestras de sangre periférica de los animales objeto del experimento (6 animales)
fueron procesadas mediante gradiente de Ficoll separando, por un lado, el sobrenadante
gue contiene linfocitos y monocitos y, por otro, un pellet integrado por eritrocitos y
granulocitos. Los eritrocitos fueron eliminados del pellet por lisis osmotica y los
neutrofilos se mantuvieron en suspension a 4°C en D-PBS con 2% de SFB, siendo
marcados con e anticuerpo monoclonal Ly-6G y sometidos después a un andlisis
celular por citometria de flujo, con € fin de llevar a cabo un estudio particular a lo

largo del experimento.

4.6.2.1. Valores dela poblacién de neutr ofilos.

En la Tabla 42 y en la Figura 30 y 31 puede observarse la evolucion de los
porcentajes de neutrofilos de los ratones tratados con € AcMc e infectados con A.

pleuropneumoniae en presencia de 100 ug de transferrina porcina.
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Ratones pre-trat-inf post - infeccién y tratamiento
de prueba dia-3 1dia 2 dia 3dia 4 dia 5dia 6 dia
1 55,5 30,8 25 13,5 6,7 35,8 3,2
2 15,2 6,2 15,8 26 12,3 35,5 16,6
3 45,2 5,8 10,3 29,8 24,1 12,2 4,6
4 62,6 11,8 19,2 8,3 35,3 2,5 4,5
5 30,6 17,6 20 6,7 13,5 0,4 13,5
6 39,8 45,8 15,8 5,8 7,9 0 16,9
promedio 41,5 19,7 10,1 15,0 16,6 14,4 9,9
desviacion estandar 17.1 15.8 5.0 10.4 11.0 17.0 6.5

Tabla 42. Recuento (%) de neutrdfilos por citometria de flujo en ratones infectados con
A. pleuropneumoniae en presencia de 100 ug de transferrina en un periodo de 6 dias; pre-trat-
inf: tratamiento previo alainfeccion con e AcMc Ly — 6G.

Después de la infeccion se observo un descenso significativo del porcentgje de
neutrofilos. En los dias 3°, 4° y 5° e descenso fue significativo, con un valor de p
comprendido entre 0,015396* y 0,026311*, tornandose esta diferencia mas significativa
en e sexto dia (p= 0,002373**) (Figura 28). Por otro lado, en los dos primeros dias
post-infeccion no se observaron diferencias significativas en comparacion con los
porcentajes en la pre-infeccion. En la Figura 30 y 31 se representa la evolucion de los

neutrofilos de un ratdn representativo dentro del presente grupo.

50
45 T
40 '-\
£ 35 N
S 30 AN
2 25 = o o -
=
w 20 T — .
o 15 = I —
I T
v I I
5
9] T T T T T T ]
dia-3 1 dia 2 dia 3 dia 4 dia 5dia 6 dia
dias de infeccion
—+—promedio

Figura 30. PMN en sangre periférica de ratones tratados con AcMc, infectados con A.
pleuropneumoniae y tratados con 100 g de transferrina porcina en un periodo de 6 dias.

Parece suceder que latriple dosis de AcMc administrados en los dias previos ala
infeccion (-3, -2, -1) es suficiente para mantener reducida la cifra de PMN las 48 horas

gue siguen, hasta que se produce una nueva administracion losdias 2 y 6.
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En lo que se refiere a las respuestas observadas después de la dosis de AcMc de
los dias 2 y 6, las respuestas acusan por |o general una disminucién rapida de las cifras,
aunque en algunos animales se produce €l efecto contrario (ratones 2 y 3), que se
estabiliza en los dias posteriores. En general, estos datos coinciden basicamente con los
resultados obtenidos mediante tincién de la sangre periférica 'y recuento al microscopio
y ponen de manifiesto la eficacia del anticuerpo monoclona provocando una deplecion
de esta subpoblacion celular, clave en la respuesta innata a la infeccion por A.
pleuropneumoniae. Las toxinas producidas por este microorganismo (Apx-1 y Apx-Il,
fundamentalmente) inducen e estallido respiratorio en los neutréfilos porcinos y
posteriormente este efecto es inhibido como consecuencia de la muerte debida a las
propias toxinas (Dom et al., 1992; Udeze y Kadis, 1992). Se puede concluir que el papel
de los neutrofilos en la resistencia o susceptibilidad a la infeccion del raton por A.
pleuropneumoniae queda demostrado de forma indirecta, aumentando la supervivencia
en su ausencia, tanto en presencia de transferrina porcina, como sin €ella, arededor de

100 horas, cuando se comparan |os grupos de prueba con e control de infeccion.

Figura 31. Polimorfonucleares neutrdfilos correspondiente al ratén no. 1. Representacién por medio de histogramas de la evolucion
de los neutrdfilos (Ly 6G") de los ratones infectados y tratados con 100 pg de transferrina porcina, en los diferentes momentos del
estudio. (1) Representacion bidimensional del tamafio celular (FSC) frente ala complejidad celular (SSC) de los polimorfonucleares
neutrofilos obtenidos mediante el gradiente de densidad. 2-8: Representacidn de los porcentajes de expresion del AcMo Ly6G en la
poblacion total de polimorfonucleares neutréfilos en los diferentes dias del experimento (pre y post infeccidn) y 9: Control negativo
delatincion.
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4.7. Vacunacién de ratones frente a A. pleuropneumoniae serotipo 1,
utilizando una bacterina elaborada con cuerpos celulares, toxinas inactivadas y

proteinas receptoras de transferrina.

En € apartado de Material y Métodos se ha descrito la composicion de la
vacuna, que fue diseflada en nuestro laboratorio, principamente destinada a la

proteccion del cerdo frente alainfeccion, y adaptada por nosotros al modelo murino.

4.7.1. Gruposdeanimales

Se utilizaron 3 grupos de ratones de 30 animales cada uno. El primero,
designado como V1, correspondié a los animales vacunados e infectados; € grupo VNI,
a los animales vacunados pero no infectados (control de vacunacion) y finamente el
tercer grupo, NVI, alos animales no vacunados e infectados (control de infeccion). En

todos los grupos se administraron tratamientos de 100 g de transferrina porcina sérica.

Se tomaron muestras de sangre intracardiaca, con e propésito de determinar la
presencia de anticuerpos frente a A. pleuropneumoniae mediante una prueba ELISA.
También se procedio a sacrificio periddico, con extraccion y cultivo bacteriol6gico del
pulmén para € recuento de ufc de A. pleuropneumonaie con € fin de determinar su
supervivencia, anotando siempre la presencia de cualquier cambio clinico.

4.7.2. Desafio

Los grupos de desafio (VI y NV1) se mantuvieron por duplicado con e objeto de
ser investigados en la capacidad protectora de la vacuna frente a dos niveles de desafio
con la cepa homéloga (CM5 del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae): una dosis subletal
de 5 x 10° ufc en el primer experimento, y otra letal (2,88 x 10’ ufc en e segundo
experimento), en ambos casos administrada por via intranasal, € dia 31 después de la

primera dosis de vacuna. En cada experimento se dispuso un grupo control de VNI.

La vacuna que se aplicd en los ratones, al igua que & placebo, en € caso del
grupo control, lo fue por via subcutanea, en la parte ventral, y a lado izquierdo de la

linea media del abdomen de |os ratones, aplicando una segundadosis alos 15 dias.
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Los sintomas que presentaron los animales al desafio fueron erizamiento de

pelo, conjuntivitis, parpados cerrados, postracion, debilidad y, en algunos casos, muerte.

Primer experimento

En la Tabla 43 y Figura 30 se muestran los resultados de supervivencia de A.
pleuropneumoniae después del desafio, con una dosis intranasal de 6 x 10° ufc y 100 pg
de transferrina porcina sérica, a lo largo de 10 dias (media de 2 ratones por dia)
estableciendo su comparacion entre animales vacunados (V1) y no vacunados (NVI),

manteniendo € tercer ratdn paralos estudios serol dgicos y como reserva.

Grupo| dia0 | dials dia29 diad) | dia3l | dia32 | dia33 | dia34 | dia3b | dia36 | diad7 | dia38 | dia3d | dia0

Vi 6,5776 7,1333(6,40415 6,794 | 56982 4,9185| 3,8488)2,33905 0,6243 | 0,2456
transferrina 100

NVI i 6,532 7,61345,6622( 58246 3,7432| 25362 1,3552( 0,6248| 0 0

VNI no infeccion

Tabla 43. Recuento de A. pleuropneumoniae en los grupos VI y NVI de ratones en e estudio. 12
vacunacion dia 0, 22 vacunados dia 15, extraccion de pulmones para andlisis bacterioldgico dias 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39y 40. Datos media de 2 animales.

Logufc/ml
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dia31 dia32 dia33 dia34 dia35 dia36 dia37 dia38 dia39 dia40

dias —e— VI —x—NVI VNI

Figura 32. Recuento de A. pleuropneumoniae en ratones tratados con transferrina
porcinay vacunados en un periodo de 40 dias. Datos media de 2 animales
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la 2 trandferrina

100ug
Grupo | dia0 | diats | diats | dia20 | a2 | 2| e da | da | dias | dias | diao
VI 0045 | 01042 | 0,6766 | 0,1773 | 0,575 0,3200 0,4165 0801 0,788 | 0,838 | 0,931 | 0,306
wi | oo | ooer [ omsee| 019 | otot | 01| oam 03758 | 056 | 04847 | 023 | o7
NI | 008 | 0103 | o326 | ogse| 02692 | 02566 | 05083 05004 | 04658 | 05216 | 0378 | 0707
conrol | 008 | 005 | ooms | oo | oose | o0e2 | o 0062 | 064 | 0ges | 062 | o6

Tabla 44. Valores ELISA en los grupos V1 (vacunados e infectados), NVI (no vacunados
einfectados) VNI (vacunados no infectados), de ratones en el estudio. Datos media de 2

animales.
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Figura 33. Vaores de ELISA en ratones infectados (dosis subletal) con A.

pleuropneuminiae y vacunados en un periodo de 10 dias.

Segundo Experimento

Los resultados de la vacunacion en ratones infectados con una dosis leta
intranasal de 2,88 x 10’ ufc de A. pleuropneumoniae, tratados con 100 pg/ml de
transferrina porcina, valorando |os parametros supervivencia de A. pleuropneumoniae y
ELISA, teniendo solo un grupo vacunado e infectado VI (vacunados € dia 1y
revacunado dia 15) figuran en la Tabla 45 y en la figura 34. Los resultados
correspondientes a los datos obtenidos con el método ELISA, figuran en la Tabla 46 y

Figura 35.
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Grupo| dia0 | dials

dia3t

dia32| dia33

dia34 | dia3b

dia36 | dia37 | dia38| dia39| dia40

1528

§,5532| 86134

1,6622) 6,8246

5,7432| 3536 | 3,3552| 2,231 | 0,2486

transferrina

100y iz

860201 M

no infeccion

Tabla 45. Recuento de A. pleuropneumoniae en los grupos VI y NVI de ratones en €
estudio. 12 vacunacion dia 0, 22 vacunados dia 15, extraccion de pulmones para andlisis
bacterioldgico dias 31, 32,33,34,35,36,37,38,39 y 40. M= ratones muertos.
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Figura 34. Recuento de A. pleuropneuminiae en ratones vacunados y tratados con
transferrina porcina en un periodo de 40 dias.

Grupo | dia0 [ dial5 | dial8 | dia20 | dfa22 | dia24 | dia29
VI |004236( 01212 | 04914 | 06442 | 02452 [ 0218 | 04573
NVI- [003942] 00669 | 0,0813 | 0,0609 | 00724 | 00664 | 02718
VNI 0,04802( 0,0938 06979 | 01505 | 01694 | 03157 [ 04816
Control | 0,046 | 0,048 | 0068 [ 0056 | 0,066 | 0,065 0,057

dfa30

dfa32

dia34 | dia3s | dia3s | diado

08709

08155 | 0,9134 | 0,7985 [ 0,89

07228 M M M M

10567

10261 | 14621 | 0,446 | 1,1866

0,068

0,066 [ 0,068 | 0062 | 0072

Tabla 46. Vaores ELISA en los grupos VNI (vacunados no infectados), VI (vacunados e
infectados), NV (no vacunados e infectados) de ratones en el estudio.
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Figura 35. Valoresdelapruebade ELISA en suero de ratones infectados y en
un periodo de 40 dias.

En e primer experimento, con un periodo de 40 dias, los grupos de ratones
recibieron una dosis subletal por viaintranasal de 6 x 10° ufc. Como podemos ver en la
Tabla 43, tanto en e caso de los animales vacunados (V1) como en los no vacunados
(NVI), la supervivencia de una dosis subletal de A. pleuropneumoniae con 100 ug de
transferrina se prolonga al menos 8 dias, Ilegando a 10 (sin anularse) en € caso de los
animales vacunados, lo cua resulta sorprendente toda vez que la presencia de
anticuerpos, segun se observa en la Tabla 44, es evidente. Tal parece que dichos
anticuerpos no son neutralizantes o que su nivel es insuficiente para blogquear al agentey
provocar su eliminacion. En cualquier caso, €l andlisis de estatabla pone de manifiesto
una respuesta significativa en la técnica de ELISA entre los grupos (VI, NVI y VNI),
pese a que por e momento no puede imputarse la prolongacion de la supervivencia de
A. pleuropneumoniae a unarazon concreta.

En e segundo experimento, desafiando |os animal es vacunados con la dosis letal
del serotipo homologo (serotipo 1) de A. pleuropneumoniae, si que se observa una clara
proteccion de los animales vacunados (Tabla 45), que sobreviven respecto de los
controles (que comienzan amorir a partir de las 48 horas); sin embargo, como sucede en
hospedador natural, no se resuelve la condicion de portador (supervivencia del A.
pleuropneumoniae) que en este caso alcanza € limite del estudio (diez dias) aunque se

observa un progresivo aclaramiento que en esa fecha es practicamente residual.

En relacién con los valores ELISA en este experimento, aungue resultan por 1o

general algo mayores que en € experimento anterior, en el mismo dia que los animales
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permanecian vivos después del desafio, no parece que la diferencia justifique la
mortalidad.

La utilizacién del raton en estudios de inmunidad frente a A. pleuropneumoniae
ha sido una constante desde comienzos de los afios ochenta, cuando comenzé a
investigarse sobre |a patogenia de este agente y sus posibilidades de control mediante
todo tipo de preparados vacunales. Sebunya y Saunders (1982) utilizaron ratones Swiss
White para evaluar la eficacia de diversas bacterinas elaboradas con el serotipo 5,
administradas subcutanea e intranasalmente, obteniendo en e primer caso titulos de
seroaglutininas més altos y eficaces que cuando € preparado se administraba por via
intranasal, frente al desafio intranasal, aungue los resultados no fueron calificados como
favorables en lo que a proteccion se refiere, con dosis de desafio superiores a 1,2 DL 5
del agente. Bhatia et al. (1991) utilizaron ratones CD-1 para estudiar la eficacia
protectora de diferentes preparados vacunales a partir de diferentes componentes de A.
pleuropneumoniae, observando que la inmunizacién subcutanea con céulas lavadas y
formoladas, polisacarido capsular, LPS o con la hemolisina Apx-1 purificada, protegia
parcialmente al raton frente a desafio con una dosis letal del serotipo homologo o
heterélogo, aunque s las células formoladas se suplementaban con la hemolisina
purificada o s los ratones se inmunizaban simulténeamente con una dosis subletal de
células vivas por viaintranasa y de células formoladas por via subcutanea, se conseguia
proteccion total, concluyendo e papel crucia que representaban las hemolisinas en la

proteccion frente ala bacteria.

Beaudet et al. (1994) ensayaron la capacidad protectora en ratones CD-1 con
extractos celulares y hemolisina cruda, obteniendo una significativa actividad protectora
frente alos serotipos 1y 5. Byrd y Morris (1997) utilizaron ratones ICR para evaluar €l
potencial de mutantes termosensibles para inducir proteccién con 3 dosis de 3,5 x 10°
ufc administradas intranasalmente, con un intervalo de separacién de 10 y 17 dias,
respectivamente, y 15 dias después de la Ultima administracion se desafiaron con 5
DLsy (10" ufc) de la cepa savaje (serotipo 1), obteniendo distintos resultados de
proteccion, desde la falta de ésta, en € caso del polisacarido capsular y LPS, a una
proteccion evidente en e caso de la hemolisina, que correlacionaba con los resultados
correspondientes a titulo sérico determinado por ELISA. Finalmente, Prideaux et al.

(1998) utilizaron ratones BALB/c para estudiar la proteccion frente a A.
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pleuropneumoniae previamente inmunizados con una vacuna viva (una cepa avirulenta
del serotipo 7), con cepas homdlogas y heterélogas del microorganismo, con resultados

negativos.
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Conclusiones

El ra6n NMRI representa un modelo adecuado para e estudio de la
pleuroneumonia porcina aguda, pero se descarta su validez en € caso de la
enfermedad crénica, pues € sistema defensivo natural de esta especie aclara el

agente presente en una dosis subletal en un plazo de 48 a 96 horas.

La inoculacién de una dosis subletal de Actinobacillus pleuropneumoniae en €
raton produce ocasionamente aumentos transitorios de las poblaciones
microbianas entre las 12-24 horas post infeccion. No se puede determinar su
razon aunque podria justificarse que su dependencia de hierro se resuelve a

partir de restos presentes como contaminantes del indculo.

La administracion de transferrina porcina saturada en hierro en ratones (NMRI 6
BALB/c) previamente a la infeccion con A. pleuropneumoniae prolonga la
supervivencia del agente, siendo el aumento proporcional ala dosis, aunque por
encima de 100 pg existen limitaciones de carécter fisico que desaconsejan su

USO.

La presencia o ausencia del complemento no influye de forma apreciable en la
supervivencia y/o eliminacion de A. pleuropneumoniae en € modelo murino de
infeccion crénica.

Se demuestra que la poblacion de leucocitos polimorfonucleares neutréfilos en
el ratdon desempefia un papel relevante frente a la infeccion por A.
pleuropenumoniae responsabilizandose, a menos en parte, de la resistencia
natural de esta especie animal a la infeccion cronica. Su deplecion en presencia
del anticuerpo monoclonal Ly-6G proporciona mayores tiempos de
supervivencia de A. pleuropneumoniae e igual sucede, en relacion con la
mortalidad que, ademas, se incrementa en presencia de transferrina porcina
saturada con hierro, como era esperable, a proporcionar al microorganismo €l

hierro que precisa parad gercicio de su actividad patégena.

La vacunaciéon de ratones NMRI con una bacterina de A. pleuropneumoniae,
protege de la muerte frente al desafio con una dosis letal del serotipo homdlogo,
aunque el microorganismo se recupera durante mas de 10 dias; en cualquier caso
la proteccion  frente a la mortalidad no guarda relacion aparente con la
presencia de titul os elevados de anti cuerpos detectados por ELISA.
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Resumen

Actinobacillus pleuropneumoniae es un microorganismo de gran interés en
patologia porcina, € agente causal de la pleuroneumonia, una enfermedad que afecta a
todas las edades, especialmente en las fases de transicion y cebo, produciendo importantes
pérdidas econdmicas y nivedes de mortalidad elevados en brotes agudos.
A. pleuropneumoniae es un agente especifico del cerdo y hasta la fecha se carece de un
modelo experimental adecuado. El ratdn ha sido propuesto como especie conveniente para
la enfermedad aguda reproduciendo las lesiones que se observan en e hospedador natural,
principamente debidas a las potentes toxinas RTX (Apx | — 1V) producidas por €
microorganismo, pero no en € caso de la enfermedad crénica, pues el sistema defensivo del

animal resuelve lainfeccidn, en unas pocas horas o dias.

En este trabgjo se revisa la relacion existente entre la resistencia natural de la
especie murina y los parametros que ordinariamente condicionan la supervivencia y
multiplicacion de A. pleuropneumoniae en e hospedador natural; e abastecimiento de
hierro, la capacidad bactericida del suero (sistemadel complemento) y la participacion de la
poblacion de PMN. Utilizando parte de la informacion derivada de |os ensayos realizados
se valoro en € raton la eficacia de una bacterina conjugada con proteinas Tbp en la

proteccion frente a desafio con una dosis letal y otra subletal de A. pleuropneumoniae.

Los estudios relacionados con la supervivencia de A. pleuropneumoniae en € ratén
se llevaron a cabo utilizando una dosis subletal administrada intranasalmente a ratones
NMRI y BALB/c en un total de 19 ensayos que incluyeron 328 ratones. Como resultado
general pudo establecerse que A. pleuropenumoniae es aclarado del pulmén en un tiempo
de entre 24 y 144 horas.

Se llevaron a cabo ensayos para determinar € efecto sobre la supervivencia de
A. pleuropneumoniae, de 3 dosis de transferrina porcina saturada en hierro (50, 100 y 400
pg/ml) paralo cua se realizaron un total de 24 pruebas distribuidas en 4 ensayos (a razén
de 5 pruebas con 50 ug, 4 con 100 pg, 5 con 400 pg y 10 con 100 ug de transferrina
cargada con hierro, (estos ultimos en ratones BALB/c SPF y los anteriores en NMRI)
utilizando un total de 342 ratones a los que se administré la transferrina 2 horas antes de la
infeccion, por via intranasal. De las tres concentraciones, se optd por la concentracion

intermedia que logré mantener la supervivencia de los animales por encima de las 216
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horas e incrementos pasgeros en las primeras 12-24 horas y en los porcentges de
supervivencia a las 216 horas. De €llo se dedujo la influencia de la transferrina tanto en la
supervivencia como en la multiplicacion, evidente, de las bacterias en las primeras horas y

por otro lado, la prolongacion del periodo de eliminacion de hasta mas de 216 horas.

Lainfluencia de la actividad del complemento en la susceptibilidad o resistencia de
los ratones NMRI frente a A. pleuropneumoniae en € raton se analizd6 mediante un
tratamiento con tres diferentes dosis de veneno de cobra en un total de 18 pruebas
distribuidas en 3 experimentos, una dosis inicid de 0,0750 mg/kg y 2 dosis de
mantenimiento una de 0,0187 mg/kg y otra de 0,0357 mg/kg de veneno de cobra,
administradas en diferentes tiempos, entre las O y 172 horas, observando que la
descomplementacion del ratén con veneno de cobra en diversas combinaciones antes de la
infeccion, simultaneamente con ella 'y después, no produce cambios destacables respecto a
grupo control de la infeccion. De ello se deduce que € complemento no representa una
barrera esencia en la infeccién por A. pleuropneumoniae, que probablemente se debe a la
existencia de una capsula bien organizada y gruesa en todos los serotipos y especialmente

en el serotipo 1 con & que sellevaron a cabo los estudios.

En relacién con la actividad de los PMN ddl raton y su influencia en la resistencia
natural alainfeccion por A. pleuropneumoniae se llevo a cabo un ensayo con 6 diferentes
grupos de ratones (de prueba y controles un total de 180 ratones) que fueron estudiados en
un periodo de 15 dias, a los que se sometio a un tratamiento con € AcMc Ly-6G, que
depleciona esta poblacion sanguinea, siendo después infectados y segun € grupo,
administrados intranasal mente con transferrina porcina (100 pg).

Se pudo observar un mayor efecto en e grupo de animaes inoculados con €
anticuerpo monoclonal e infectados, 1o que pone de manifiesto la importancia de los PMN

en laresistencia natural de esta especie animal a microorgani Smo.

Finalmente, con wuna bacterina elaborada a partir de serotipo 1 de
A. pleuropneumoniae enriquecida en toxinas Apx inactivadas y ThpB, se llevd a cabo un
ensayo de proteccion en ratones NMRI vacunados (dos dosis) y desafiados con una dosis
subletal (primer estudio) y letal (segundo estudio) de A. pleuropneumoniae (serotipo
homdlogo) administrado por via intranasal, en ambos casos, previa administracion de 100

188



Resumen

Kg de transferrina porcina saturada con hierro. En el primer caso, la supervivencia de
A. pleuropneumonie se prolongo més de diez dias, respecto de las 8 de los controles no
vacunados, una diferencia que se estima escasa, toda vez que los niveles de Anticuerpos
eran elevados. En e segundo experimento, a desafiar con una dosis letal de
A. pleuropneumoniae (2,88 x 10’ ufc) si que se pone de manifiesto la capacidad protectora
de la vacuna, que protege de la mortalidad en los animales vacunados respecto de los
controles no vacunados, aunque no de la condicion de portador (supervivencia de
A. pleuropenumoniae) que se prolonga hasta € limite de los diez dias, una situacion que
coincide con los resultados de vacunacion con bacterinas que habitualmente se observa en
el hospedador natural.
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