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Introduccion

1. Haemophilus parasuis

1.1. Caracteres generales

Haemophilus parasuise integra en el génerndaemophilusde la familia
Pasteurellaceaey es el microorganismo responsable de la enferchetia Glasser.
Morfolégicamente se define como un pequefio coctib&riam negativo, pleomaorfico
y de tamafo variable. En ocasiones, presenta filtoeesuperficiales semejantes a
fimbrias. Su longitud es variable, desde 1 a 7 pamlaigo y 1 um de ancho. Es
dependiente del factor V de coagulacion de la sariyAD). Crece bien en agar
chocolate o en agar Columbia, con un 5% de sangrecaddero con estria de
Staphylococus aureusal que satelitiza. Las colonias, después de 24shate
crecimiento a 37°C en una atmésfera microaerdfiktsentan un aspecto translicido, de
pequefio tamafio y no son hemoliticas, lo que perdifegenciarlo rapidamente de
Actinobacilllus  pleuropneumoniag otros microorganismos proximos, también
dependientes de NAD.

Posee actividades catalasa y oxidasa débiles,mertseasa. Bioquimicamente
produce acido de la glucosa, manosa, maltosa yasacgoero no a partir de la xilosa,

ramnosa, arabinosa o lactosa.

Figura 1.1. Crecimiento dédaemophilus parasuien agar chocolate (izquierda) y en agar sangre
(derecha) con una estria &aphylococcus aureu®\mbas placas fueron incubadas a 37°C
durante 48 horas.
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En relacién con la capsula, mas de la mitad daiklamientos son acapsulados
y se corresponden con las cepas mas virulentaguauambién se han descrito cepas

avirulentas acapsuladas (Morozumi y Nicolet, 1986).

1.2. Taxonomia v tipificacion

H. parasuis ha recibido a lo largo de los afos diversas demaciones.
Inicialmente fue descrito comdaemophilus suiy comoH. influenzae suigLecceet
al., 1960). Biberstein y White (1969) y Kilian (197§)stificaron el cambio de
denominacion &l. parasuis al observar su independencia del factor X de weagn
de la sangre (hemina u otras porfirinas). La positaxonOmica actual dentro de la
familia Pasteurellacea@s aun incierta, debido a la falta de homologi&eal de ADN
con otras bacterias del génddaemophilus(Morozumi y Nicolet, 1986). Mediante la
aplicacion de diversos procedimientos gendmicoseybdse inmunoldgica, se han
descrito en esta especie una gran diversidad des geperotipos (Olveret al, 2006),

hecho que podria suponer una futura reconsiderae&u posicion taxondémica.

1.2.a. Métodos seroldgicos de tipificacion

Bakoset al. (1983)fueron los primeros en diferenciar cuatro seroti@qsB, C
y D) mediante un sistema de precipitacién, quézatia como base la diferenciacion de
extractos antigénicos. Este método fue sufrienddificaciones, hasta llegar al actual,
propuesto por Kielstein y Rapp-Gabrielson (1992¢ define un total de 15 serotipos a
partir de una técnica de inmunodifusién en gellizatido antisueros obtenidos en
conejo frente a un antigeno complejo, termoestabésistente a enzimas proteoliticas.
El mayor inconveniente de esta técnica consistguenalrededor del 45% de las cepas

no resultan tipificables.

Del Rio et al. (2003) efectuaron la tipificacion a partir de en&rpos
policlonales de conejos para los 15 serotipobl dparasuis,usando extractos salinos y
hervidos. Se compar6 su utilidad en la tipificacitnaislamientos de campo mediante
técnicas de coaglutinacion y hemaglutinacion irei&@eMientras que con la primera no
se obtuvieron resultados especificos, debido adsepcia de innumerables reacciones
cruzadas, con la segunda, optando por extractomsalomo antigenos, se obtuvieron
reacciones especificas para todos los serotipasymca minima reaccion cruzada entre

el 1y el 10, por una parte, y entre el 13 y gd@, otra.
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1.2.b. Métodos moleculares de tipificacion

1.2.b.1. Electroforesis de enzimas multilocusMultiiocus Enzyme
ElectrophoresisMEE)

Es un método de caracterizacion de microorganismediante la movilidad
relativa, bajo condiciones de electroforesis, de gman numero de enzimas
intracelulares. Esta técnica fue utilizada iniciaite por Rapp-Gabrielson y Gabrielson
(1992) con 8 serotipos de referencia y 40 cepascal deH. parasuisen Australia,

demostrando una considerable heterogeneidad ganétic

Blackall et al. (1997) describieron 34 patrones electroforéticuseecepas del.
parasuis aisladas también en Australia. El andlisis dedasones permitié agrupar
todas las cepas menos una en dos grupos, el ByHl grupo A estaba formado por
dos cepas de referencia del serotipo 5, por aislddaampo de los serotipos 4,5y 13y
por algunas cepas no tipificables. El grupo B estanstituido por cepas de campo de
los serotipos 1, 2, 7, 9, 10y 13, y por las cejgaseferencia de los serotipos 1, 2, 3, 4, 8
y 9. No se observo relacidn entre la pertenenciacau otro grupo y su virulencia, lo
que confirma la existencia de una gran heterogade2t esta especie y que el serotipo

no representa un marcador epidemiologico ni ddenaia seguro.

1.2.b.2. Huellas de endonucleasas de restriccestfiction Endonuclease
Fingerprinting REF)

Consiste en la digestion del ADN por endonucleasagestriccion y el analisis
posterior de los fragmentos por electroforesis.aPRestudiar la distribucion dEl.
parasuis se compararon aislados que procedian de cerdoss sde granjas
convencionales y de cerdos SPF, asi como de cerdesmos, utilizando este método
con la enzima de restriccioBanH| (Smart et al, 1988). Este estudio permitid
reconocer 34 patrones REF Unicos, en un total degb@mientos. Los 35 aislamientos
restantes se agruparon en 13 grupos REF. En larfaaye las granjas estudiadas se
constatd una gran heterogenicidad en los seroppealentes, por lo que es logico
pensar que aun podian existir otras cepas presentesas granjas, que no hubieran
sido identificadas. Dicho estudio no pudo demosltsaipresencia de cepas te
parasuiscomunes, al comparar las granjas convenciondesgranjas SPF.
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1.2.b.3. Proteinas de la membrana extethadr membrane protei©MP)

Podemos diferenciar dos grandes grupos dentro d®©MP, aquéllas que se
anclan a la membrana por su extremo N- termina,sgudenominan lipoproteinas, y las
OMP integrales de membrana. Entre sus posiblesidives, se puede destacar la
resistencia frente a péptidos antimicrobianos (ptuet al, 1998) y frente a la accion
bactericida del suero, impidiendo la activaciongisiema del complemento (Carbonetti

et al, 1990), asi como la proteccion frente al efeetted sales biliares.

Cuando se comparaban los patrones de ADN y deN#3sQ@le cepas aisladas de
pulmon, tanto de animales sanos como de enfermmsengontrd un 29% de
heterogeneidad entre las cepas que provocaban neynfeente a un 34% de los
animales que no la presentaban (Retial, 2001). Del Ricet al. (2005) pusieron de
manifiesto que algunas de las OMPs se producen ayormconcentracion en
condiciones restrictivas de hierro, facilitando dapervivencia del agente en el

hospedador.

1.2.b.4. ARN ribosémico 16S

Dewhist et al (1992), basandose en las secuencias de ARN nbosdl6S,
agruparon en cuatro patrones distintos 54 cepésfdeniliaPasteurellaceaelas cepas
de H. parasuisse incluyeron en el tercer grupo, con las cegpasdeP. multocida, P.
anatis, P. avium, P. canis, P. dogmatis, P. galima, P. langaa, P. stomatis, P.
volatium, H. haemoglobinophilus, H. paracunicultss, paragallinarum (Avibacterium

paragallinarum) y A. capsulatus.

Oliveira et al. (2006) pusieron de manifiesto que en las cepall.dgarasuis
existe una gran variabilidad. Utilizando este métogdie servia para realizar estudios
epidemiolégicos, descubrieron una posible transfaee lateral de genes entid.

parasuisy algunas especies del génAadinobacillus
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1.2.b.5. PCR- RFLPRpolymerase Chain Reaction - Restriction Fragmemigitie
Polymorphisn

Es una técnica basada en la amplificacion de un gandigestion con
endonucleasas de restriccion y el andlisis de tagnfentos obtenidos mediante
electroforesis en gel de agarosa. De la Puental. (2003) y del Ricet al. (2006)
llevaron a cabo estudios de PCR-RFLP con los giapdsy aroA, respectivamente. En
el caso del genbpA (de la Puenteet al., 2003), se consiguié un elevado indice de
tipabilidad, lo que permitié el desarrollo de ustasima de deteccidn e identificacion por
PCR denominado DITPAR (deteccion, identificaciotipado deH. parasui$. En el
caso del gemaroA (del Rioet al, 2006), se observaron patrones de restriccion nemu
entre algunos serotipos de referencia lde parasuis y miembros del género
Actinobacillus

1.2.b.6. PCR basada en secuencias consenso intasérepetitivas de
enterobacterias Efterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
Sequence PCERIC-PCR)

Se trata de una PCR gque emplea oligonucleétidosnimuts de secuencias
intergénicas repetitivas, descrita inicialmenteeaterobacterias (Rafieet al, 2000).

Los quince serotipos dé. parasuisse agrupan en un mismo patrén ERIC-PCR.

Este sistema posee ventajas sobre los métodogend convencionales de
tipificacion, al permitir la identificacion y cldgiacion de todos los aislados, pero
genera patrones muy complejos y se necesita un édNran pureza para asegurar su

digestion completa.

Oliveira et al. (2003) establecieron la idoneidad de esta técpae la
realizacion de estudios epidemiol6gicos, conclugenae la mayoria de las cepasHle
parasuiscon un genotipo similar se integran en el misnrotgm, lo que indica que el

genotipo de un aislado es un buen indicador detiper

1.3. Factores de virulencia

La capacidad de los microorganismos patdgenos parducir enfermedad
necesita de la accién coordinada de muchos gehegelte patégeno debe ser capaz
de obtener nutrientes para su supervivencia, evddida respuesta inmune del

hospedador. Para la identificacion y caracterizacié los determinantes de virulencia
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se han desarrollado diversos estudios: estudiosspeiesta bacteriana a cambios de pH,
(Olson, 1993), de temperatura (Millet al, 1989), estudios sobre los niveles de
captacion de hierro (Goldbergt al, 199; Bormann, 1996) o estudios sobre la

supervivencia en macrofagos (De Groettal.,1997).

1.3.a. Factores de virulencia relacionados con lajgtacion de hierro

El hierro constituye un factor necesario para Igesuvencia de los
microorganismos, habida cuenta de su participagiodiferentes funciones esenciales,
como el transporte y almacenamiento de oxigenom@&de el hierro es un catalizador
en el proceso de transferencia de electronescipartn la sintesis de ADN, actia como
cofactor para enzimas como la ribonucleétido reaiecty para otras que intervienen en

el metabolismo del oxigeno, como la superoxido dissa.

Es importante destacar que en condiciones fisicd®gde presencia de oxigeno
y pH normales, el hierro libre del que se dispomeslemedio organico extracelular es
muy escaso (I uM) y que las concentraciones que necesitan la®ti@s para sus
funciones son del orden de 0,05-0,5 uM (del &ial,, 2003). En consecuencia, para su
supervivencia, las bacterias han tenido que ddkarmistemas capaces de obtener
hierro a partir de complejos que lo contienen,lpaeneral, proteinas.

Con el fin de identificar la expresion génica qiené lugar en condiciones
hostiles que incluyen la limitacion de hierro, adsnde factores referidos a los cambios
de temperatura y acidez, que se producen en & der$a infeccion, se han llevado a
cabo numerosos estudios, identificando no mendbdgenes, la mayoria de los cuales
codifican transportadores de hierro y enzimas nidits. Estos genes presentan una
gran homologia con otros relacionados con la viaige en diferentes bacterias
(Melnikow et al, 2005), lo que conduce a pensar en un posiblel gapel desarrollo de
la enfermedad.

En 2003, Zehet al. caracterizaron las proteinas reguladas por laectracion
de hierro enH. parasuis,dado su papel esencial en la supervivencia, coemof
sefalado. A partir de lisados bacterianos realizatectroforesis @anmunoblottingcon
suero de cerdos convalecientes y seleccionaromadgbbandas proteicas para su

identificacién. Las proteinas inmunorreactivas quen reguladas positivamente por el
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hierro incluian dos OMP y una proteina de unidéa daémoglobina, mientras que las

gue eran reguladas negativamente incluian unaipaof@ir, una ureasa y una proteasa.

Las bacterias han desarrollado multitud de mecasspara la captacion de
hierro, la mayoria de los cuales se han relacioadda virulencia (Faraldo-Gomez y
Sansom, 2003). En el caso He parasuis(Morton y Williams, 1989) se formularon,
inicialmente la hipétesis de que los sideréforogresentaban el Unico sistema de
captacion de hierro, hecho que fue cuestionadoQtarlandet al (1995), quienes
atribuyeron la captacion de hierro a unas protedieasnion a la transferrina porcina. En
los ultimos afios, del Riet al. (2005) han puesto de manifiesto ddieparasuisposee
ambos mecanismos de captacion para el abasteaintiergste elemento.

1.3.a.1. Mecanismos dependientes de los sideréforos

Los sideroforos son moléculas capaces de unirzeficenuy especificamente
Fe’* procedente de complejos presentes en el hospedam®rsideréforos incluyen

catecoles, hidroxamatos e hidroxicarboxilatos.

En estudios llevados a cabo por del Rfoal. (2004) se ha demostrado que
todos los serotipos dé. parasuisson capaces de producir sideroforos, basandolse en
amplificacion de la regiorfhu (ferric hydroxamate uptakedlel genoma de estas
bacterias. Se cree que los mecanismos implicado$a eraptacion de la energia
necesaria para llevar a cabo la translocacion sesiberoforos cargados con hierro
desde la membrana externa al periplasma recurahidrolisis del ATP, acoplando el
gradiente quimiosmatico necesario (Bradbeer, 1988xomplejo TonB-ExbB-ExbD

resulta esencial para la transferencia de enelgiamembrana externa.

En la proteina TonB se diferencian tres dominideex¢remo N-terminal, que
funciona como un dominio que fija la proteina anlkembrana citoplasmatica y participa
en la transferencia energética (Postle y Skare8)18® segundo dominio, que contiene
repeticiones ricas en prolina, que se expandemyeptan al periplasma vy, finalmente,
el extremo C-terminal, que forma un cilindro quiracciona con las cajas TonB de los
receptores de membrana externos y su delecidon emgie se establezcan estas

interacciones.
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Una vez que el sideroforo ha atravesado la memlesieana, es transportado al
citoplasma mediante la unién a una proteina loadéizen el periplasma, que lo cedera
posteriormente a los transportadores tipo ABCR Binding-Cassetelocalizados en
la membrana citoplasmatica. Las proteinas FhuBuCFon proteinas de la membrana
citoplasmatica, componentes de un sistema trargfmwrtipo ABC, que internalizan el
hidroxamato férrico. La FhuB es una proteina irdede membrana extremadamente
hidrofobica, que representa un papel esencial émamglocacion del sustrato, debido a

la interaccion con las proteinas FhuC y FhuD (de| R004).

El proceso de captacion de hierro debe estar rdgufzara que se produzca el
mantenimiento de la concentracion de hierro inttdae en los limites requeridos en
cada momento. En las bacterias Gram negativasgldacion de la captacion de hierro
esta mediada por la proteina Fur (Carsbal., 1999), que funciona como un represor
del sistema cuando las condiciones de hierro siicientes, para lo cual se une al ADN
e inhibe el acceso de la ARN polimerasa a los ptoras. Por el contrario, cuando el
hierro intracelular es escaso, la proteina Fudpiéa capacidad de union y se permite la
transcripcion de los genes que estaban reprimidoks condiciones anteriores. Se
puede concluir, por tanto, que la transcripcionlaik genes que intervienen en la

captacion de hierro se encuentra regulada pomieecracion de hierro intracelular.

Debido a que los niveles de hierro libre en el kdsgdor se encuentran por
debajo de los requerimientos del microorganismpokesion de sistemas de captacion
resulta de especial importancia en la virulenciatdyéana. Se ha comprobado que
ciertos sistemas de captacion de hierro mediadex&oros refuerzan la virulencia de

determinadas cepas patégenas de la especi (Williams et al, 1978).

Mikael et al. (2002) estudiaron y caracterizaron el receptor garf@rricromo
(FhuA) enA. pleuropneumonigelemostrando que esta proteina no esta regulada po
concentracion de hierro presente en el medio déivaulsino que se expresa
constitutivamente, al contrario de lo que sucede leomayoria de los sistemas de
adquisicion de hierro, en los que su expresiomascible en ausencia de este elemento.
Un ejemplo de ello son las proteinas de union taalasferrina, TbpA y TbpB, que se

regulan en funcion de la disminucién de los nivelesierro (Gerlackt al, 1992).
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1.3.a.2. Mecanismos independientes de los side®for

Dentro de este grupo es preciso citar los que feree a la presencia de
receptores para complejos que incluyen hierro emalécula, como es el caso de la

hemina, ferritina, transferrina o lactoferrina.

La ferritina es el compuesto de almacenamientogtorde hierro en la mayoria
de los organismos. Se encuentra no sélo en animales también en plantas
(fitoferritinas) y en microorganismos (bacterioféna). Tiene un peso molecular
aproximado de 500 kDa y esta compuesta por 24 sidmnles proteicas, que forman una
esfera hueca en la que se asientan mas de 4.000s4tte F&€ (Belangeret al.1995).

El término “hemina” indica que el i6n protoporfianX se encuentra en su
estado oxidado. Tiene un peso molecular de apraldamante 600 Da, un tamafio que
puede limitar su capacidad para atravesar la meraleaterna a través de los canales
de las porinas, aunque puede difundir pasivamenitavas de la bicapa lipidica. Los
patogenos extracelulares, para poder utilizar lait& necesitan disponer de un
sistema de captacion y transporte compuesto podfoens que se unen a la hemina, a
la hemoglobina y a la hemopepsina, junto con psaeajue degradan el receptor
durante su paso a la membrana externa. Este siseelreencontrado en especies como

A. pleuropneumoniagsonzalezt al.,1995).

Las proteinas de union a la transferrina (Tkamsferrin binding proteihse han
descrito en todos los miembros de la famiasteurellaceaeEl receptor de la
transferrina esta constituido por dos proteinasgmies en la membrana externa. Un
primer componente denominadtpB, de unos 60-80 kDa (Roklet al, 1993), con
capacidad de reconocer la forma cargada de laféraing, por la que presenta una gran
especificidad (Retzeet al, 1998), se encuentra anclado a la membrana expsmna
dominios transmembrana. Posee una secuencia mggreada, particularmente en la

region N- terminal (Cornelissest al, 1997).

El segundo componente, denominddipA, tiene un tamafo de unos 100 kDa.
Se trata de una proteina integral de membranafamgidn consiste en actuar de canal
a través de la membrana para que el hierro aseh@sta el espacio periplasmico
(Rutz et al, 1992). La TbpA posee también residuos consep/agld especies
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relacionadas y algunos estudios han demostradesiaezona tan conservada coincide

con la region responsable del paso del hierro (@wagnet al, 1995).

De la Puente Redonds al. (2003) pusieron de manifiesto la presencia de los
genestbpB y tbpA que codifican, respectivamente, las proteinas dénua la
transferrina TbpB y TbpA en todos los serotiposHigparasuis.Posteriormente, del
Rio et al. (2004), clonaron y secuenciaron el dbpB de los serotipos 2, 3y 5, y mas

adelante el de los serotipos restantes.

Del Rioet al (2004) demostraron también la presencia de lossgen8, exbB

y exbDen todos los serotipos ¢ parasuis Ademas, se describid que se encontraban
dispuestos de manera consecutiva a los gbpésy tbpAen el cromosoma bacteriano,
lo que podria indicar que fueron adquiridos sirmd&mente para desarrollar un sistema
eficaz de captacion de hierro, estableciéndoseogrdd homologia entre estos cinco
genes, dentro de diferentes miembros de la faféditeurellaceaeSe concluyé que las
regiones menos conservadas correspondian a lasina®texpuestas a la superficie
extracelular, mientras que las proteinas integgalesentaban un grado de conservacion

mayor.

Bigas et al. (2006) demostraron la existencia de la proteina rRediante la
construccion de una libreria genémicaEercoli. Esta proteina presentaba una secuencia
conservada, relacionada con la unién de los metadesnportancia del gefur se puso
de manifiesto cuando se observé que los mutantéSemees en dicho gen no eran
viables, debido a que dn. parasuis esta proteina regula la expresién de los genes
relacionados con la captacion de hierro y su aisemspide la activacion del

mecanismo, lo que provoca la muerte bacteriana.

Las Thps meningocodcicas producen anticuerpos lcdes en modelos
animales (Danvet al., 1993). De la misma forma, las Tbhps Alepleuropneumoniae
inducen respuesta inmune (Rossi-Camgioal., 1992) y son factores de virulencia en
esta especie. La expresidnvivo de las Thps eN. meningitidisy N. gonorrhoeagein
vitro enA. pleuropneumoniaendican que el receptor para la transferrinargeac para
la supervivencia de estos microorganismos. Laspdoinas de unidon a transferrina
presentan una variabilidad diferente. Mientras dae TbpA posee variabilidad
antigénica restringida a puntos localizados eglicaénente, la proteina TbpB presenta
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mayor variabilidad antigénica, debido en princigita heterogeneidad que existe entre
las TbpBs dentro de una misma especie y, adensaslogalizacién en la superficie de

la bacteria, circunstancia que las hace mas adessibsistema inmunoldgico.

Algunos estudios han demostrado la eficacia des gstaieinas de union a la
transferrina, en cuanto a la inmunidad que cornfiee@ especies proximas H.
parasuis, como sucede corA. pleuropneumoniagKim et al, 2007) y conN.

gonorrhoeagPriceet al, 2005).

1.3.b. Otros factores de virulencia
1.3.b.1. Capsula

Esta compuesta, en los serotipos y cepas que kepopor un polimero de
carbohidratos con grupos acidos de elevado pesecnial, que le proporcionan carga
negativa. En 1986, Morozumi y Nicolet describiedancapsula de los primeros 9
serotipos por medio de técnicas de aglutinacion eorflavina y hervido, de
produccién de iridiscencia y de precipitaciéon deligacarido acido con Cetavi®ro
hexadecil trimetii amonio (en este dltimo caso,uals de las cepas capsuladas
precipitaron, lo que llevdé a pensar en la existerdg diferencias quimicas en su
composicion). Morozumi y Nicolet (1986) clasificardos serotipos 2 y 3 como

capsulados y el serotipo 5 como no capsulado.

1.3.b.2. Lipooligosacérido (LOS)

Debido a que las endotoxinas del génel@memophilus a diferencia de las
presentes en la familnterobacteriaceagpor ejemplo, carecen de cadenas laterales O,
se prefiere denominar lipooligosacarido (LOS) amponente fundamental de la
membrana externa dd. parasuis en lugar de lipopolisacarido (LPS), nomenclatura
que se utiliza también en otras bacterias. La fahduncion del LOS se relaciona con
la inflamacion y se piensa que es un factor decidad muy importante, que
correlaciona con la aparicion de trombosis y caagah intravascular diseminada
(Amanoet al, 1997). Parece que la estructura del LO$&ldparasuises semejante a la
de H. influenzaey H. somnuspues el estudio en SDS-PAGE revela la ausencla de
escalera tipica del antigeno O, con bandas d@e#io molecular (Fenwiakt al., 1986).

Se considera que el LOS es uno de los estimuladoéess potentes de la respuesta

inmune mediada por monocitos y macréfagos, ya gaado estas células se exponen a

11
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la accion del LOS deH. parasuis secretan una amplia variedad de mediadores
proinflamatorios, como el factor de necrosis turherg TNF-o) y la interleucina 6
(IL-6).

1.3.b.3. Proteinas de la membrana extethadr Membrane ProtejrOMP)

Bajo la denominacion de proteinas de la membratexrex (OMP), se incuyen
las proteinas integrales de la membrana exteraa fpoproteinas que se anclan en ella
por su extremo N-terminal. En la respuesta adaptate las bacterias patdégenas al
estrés del medio en que se encuentran, interviestentipo de proteinas. La resistencia
de algunas bacterias Gram negativas a los pémiutonicrobianos (AMPS) viene dada
por la produccion de proteasas asociadas a la naemlexterna, que se adhieren a los
AMPs, degradandolos después (Stunepeal., 1998). En la misma linea, se puede
impedir la union de los AMPs a la membrana exteneaiante la modificacion de las
propiedades de la superficie celular o por la disition de la permeabilidad de la

membrana externa (Ernstal, 1999).

En los dltimos afios, se han realizado diversosliestique ponen de manifiesto
una relacién clara entre estas proteinas y laenaid (Ruizet al, 2001), basandose en
la existencia de homologia entre los patrones d&l Ae las OMPs de los aislados
clinicos. En nuestro laboratorio (del Rébal, 2005), se pudo demostrar que algunas
proteinas se producen en mayor concentracion ediciones restrictivas de hierro,

facilitando la supervivencia del agente en el hdader.

1.3.b.4. Superoxido dismutasa (SOD)

Las SODs son metaloenzimas que catalizan la cdowerde radicales
superoéxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno, titolyendo una defensa importante
contra la toxicidad del oxigeno generado en elggoale la respiracion bacteriana. En
todas las especies del génefaemophilusse ha descrito una SOD con resistencia a la
cianina y al peroxido de hidroégeno, pero ademag| easo concreto de. parasuis,se

ha observado una segunda SOD dependiente de calme f.angfordet al, 1992).

1.3.b.5. Neuraminidasa (Sialidasa)

La neuraminidasa capta residuos de acido sialictslgglucoconjugados del

hospedador encargados del desenmascaramiento deckstores necesarios para la
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colonizacion e invasion de sus células, ademasteferir con los mecanismos de
defensa inmune, disminuyendo la viscosidad de leimawy alterando las funciones de
los mediadores inflamatorios. Por esta razon, ssidera una diana perfecta para el

desarrollo de vacunas o intervenciones terapeutrikdteet al, 1993).

En H. parasuisse ha demostrado la presencia de una neuramiradasada a
la membrana, que no requiere cationes divalentes fa actividad (Lichtensteiger y
Vimr, 1997), ya que no resulta inhibida ni por ED{&kido etilendiaminotetracético) ni
por EGTA (acido etilenglicoltetracético), pero sir el inhibidor especifico Neu-Ac2.
No presenta actividad frente a la mucina ni el@cielominico pero, sin embargo, si es
activa frente a la N-acetilneuroaminolactosa yodacido glicoproteina. Cuando se
purifico y renaturalizé, presentaba un peso modradg 82 kDa (Lichtensteiger y Vimr,
2003). Tras someter un cultivo bacteriano a ungsoale centrifugacion, se encontro
qgue la mayor parte de la actividad enzimatica fasd el sedimento bacteriano y sélo
un 10% en el sobrenadante. La adicion de acidicsial medio de cultivo déd.
parasuisdetermind un crecimiento bacteriano, con una dexsbptica cuatro veces
superior a la observada en condiciones normaleguéo ponia de manifiesto que el

acido era metabolizado por la bacteria (Lichtegstey Vimr, 1997).

1.3.b.6. Fimbrias y adhesinas

La adherencia a la superficie de las células églisl| representa un aspecto
importante para la colonizacién y patogenicidadndenerosas especies bacterianas.
Munch et al. (1992) han estudiado la produccién de fimbrias Hn parasuis
comprobando que su expresion es dependiente dmtakciones de cultivo. En este
caso particular, los autores utilizaron como modsttbriones de pollo de diez dias,
inoculados en la membrana corialantoidea. Despugésladinoculacién con una
suspension dél. parasuisque contenia FOUFC/ml de suero, se llevaron a cabo los
andlisis de las membranas al cabo de 72 horascdbanion a 37°C, observandose una
disminucién muy evidente de la vascularizaciong@mparacion con las membranas de
los embriones control, no tratados. En el mesodesmadentificaron focos deél.
parasuis particularmente en zonas en las que habian des#gh@las células epiteliales
de la membrana corioalantoidea. Su estudio al sdoq@io electronico revelé que el
grosor de la pared celular bacteriana era supeaiohabitual. En ocasiones se

observaban, también, complejos que formaban parta thembrana, localizados en el
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citoplasma, lo que indicaba un proceso de invaginage la membrana citoplasmatica.
Adyacente al glucocalix, se observaron, igualmesdtructuras filamentosas de unos 3
nm de didmetro, que atravesaban la pared celularagtenian conexion con otras
bacterias adyacentes, asumiendo que estas esasietan fimbrias. Cuando la bacteria
se cultivaba en un medio sélido, estas estructggserdian siendo, en cualquier caso,
muy fragiles, incluso cuando se tefilan mediant@d&mnegativa, perdiéndose a veces
durante el procedimiento. Posiblemente, tambiépielan las fimbrias con los pases

sucesivos de la bacteria en agar durante un ped@dempo prolongado.

Se han caracterizado las adhesinas P5 y P2 enltsdssrotipos del. parasuis
Son de caracter proteico y presentan una gran lgiaoton las descritas previamente
en H. influenzae La adhesina P5 es una proteina reconocida pomrhtisuerpos
monoclonales desarrollados frente a la adhesirtd. defluenzae por lo que el epitopo
diana se encontraria muy conservado. A diferereia édhesina P2 o de las adhesinas
P5 de otras bacterias, como las del géhiigseria no se une al antigeno de la familia
del antigeno carcinoembrionario humano (CEA), aerspudesconoce si lo podria hacer
al porcino (McVicker y Tabatabai, 2006). La adhasiP2 también presenta epitopos
conservados; su peso molecular es de 48 kDa exeto8pos virulentos y de 55 kDa, en
los avirulentos (Zimmerli y Tabatai, 2006).
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2. El sistema inmune en el ganado porcino

El sistema inmune esta formado por un conjunto deamsmos y 0rganos que,
entre otros hechos, protegen a los seres vivosnfiEciones, por medio de la
identificacién y eliminacion de agentes patogerRexra que tenga lugar la respuesta
inmune, debe suceder previamente el reconocimidetoantigeno seguido de la
activacion de las células inmunocompetentes ygfiono, la fase efectora, consistente

en la eliminacion del antigeno.

Los cerdos presentan, igual que el resto de amimal®os 6rganos primarios,
donde tiene lugar el proceso de diferenciacion age délulas inmunocompetentes
(linfocitos). Estan representados por el timo, aosed diferencian los linfocitos T, y la
médula Osea, donde se diferencian los linfocitos TBmbién presentan érganos
secundarios, donde tiene lugar la captacion, en@dmiento y el procesamiento de los
antigenos; entre ellos, se encuentran el bazadnoglios linfaticos y el tejido linfoide

asociado a mucosas (MALT).

Los ganglios linfaticos se dividen en zona corticahedular. En la primera es
donde se localizan los linfocitos, mientras que l@&nsegunda se encuentran los
monocitos y macrofagos. La distribucion celular ay dirculaciéon linfatica en los
ganglios del cerdo es inversa a la del resto denkrmiferos, porque la zona cortical se
localiza en el centro del ganglio mientras que &uofar se dispone en la periferia. Por
su parte, el bazo reconoce los antigenos que llpgaria sanguinea. Esta constituido
por la pulpa blanca, donde se encuentran los foBclinfoides, con linfocitos B y
células presentadoras de antigeno, y la pulpafajaada por los cordones esplénicos,
con monocitos, eritrocitos y senos venosos, engles se sitlan los macréfagos
(Liebler-Tenorio y Pabst, 2006).

El MALT (tejido linfoide asociado a mucosas) estingtituido por foliculos
linfoides y areas interfoliculares. Los foliculosfbides estan formados por células B
rodeadas por células dendriticas foliculares y aGfagos. Las areas interfoliculares
contienen principalmente linfocitos CD¢ CD8'. En el sistema inmune del ganado
porcino podemos encontrar regiones MALT en la aunyja (CALT), nasofaringe
(anillo de Waldeyer), laringe (LTALT), bronquiosABT), estbmago (MALT gastrico)

e intestino (GALT) (Bailey y Haverson, 2006).
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2.1. Respuesta innata

Los microorganismos que penetran en el organisncaegitran como primera
barrera los mecanismos del sistema inmune innataskElefensas no son especificas, lo
que significa que estos sistemas reconocen y rdspoa los patégenos de una forma
genérica. Este sistema no confiere una inmunidaddeéua contra el patdgeno, pero

representa el sistema dominante de proteccion gratamayoria de los animales.

2.1.a. Respuesta de fase aguda

Los animales superiores poseen mecanismos de deifematos con los que
reaccionan de forma inmediata frente a aquellas@itnes que suponen una amenaza
para la integridad de su organismo. Ante la preaede agentes infecciosos, dafio
tisular, traumatismos, estrés, crecimiento tumoacal alteraciones inmunes, se
desencadenan una serie de cambios fisiologicospcends y metabdlicos muy
complejos, que en su conjunto reciben el nombreedpuesta de fase aguda (RFA).
Entre estos cambios se producen variaciones eonlgentracion de algunas proteinas
sanguineas, las denominadas proteinas de fase @@juda (Lampreaveet al., 1994;
Murata, 2007).

Se consideran PFA aguellas proteinas que modifisan concentracion
plasmatica durante la respuesta de fase agudaneenals un 25% de incremento sobre
los valores basales. Las PFA principales aumentarepcima de 10 veces e incluso,
aquéllas que se encuentran en el suero en bajardeecion, pueden aumentar cientos
de veces. Estas proteinas se pueden considerdivgmsiuando su concentracion se
eleva en sangre durante la respuesta, o negativasgdo su concentracion disminuye.
Dentro de las proteinas plasmaticas de fase aqugitivas se incluyen la pig MAP, la
proteina C reactiva, la haptoglobina, el fibrinémeel amiloide sérico A y lal-
antiqguimotripsina. Entre las proteinas plasmétibasase aguda negativas figuran la
albumina, la transferrina y la apolipoproteina @tushner, 1982).

Las PFA participan también en la regulacién de sotneecanismos que se
desencadenan durante la respuesta de fase agubay(@aKushner, 1999) y su
utilizacién puede resultar interesante como manmesdgenerales e inespecificos de
situaciones patolégicas (Petersgral.,2004).
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El comportamiento de las PFA durante la respuestasilo estudiado en
numerosos modelos experimentales, como infecciaeserianas (Jacobsat al,
2004; Sorenseat al.,2006; Martin de la Fuentt al.,2009), viricas (Carpinteret al,
2007) y parasitarias (Jungersehal, 1999). Las PFA pueden utilizarse también para
determinar el estado sanitario de las granjasuavaliferentes sistemas productivos y
detectar los momentos en los que se estan prodiaciproblemas (Pallarést al,
2008).

2.1.a.1. Requlaciéon de la expresion de las prataipdase aguda

La estimulacién de la sintesis de las PFA se atgilaulas linfoquinas, productos
de secrecion de los monocitos, queratinocitos yrofagos activados (Baumann y
Gauldie, 1994). Estas moléculas actian como mediadmntre la zona afectada y los

hepatocitos.

La liberaciéon de citoquinas por parte de los mago$ activados inicia una
serie de mediadores, de los cuales las citoqui@da milia de la interleucina 1 (IL-1)
o el factor de necrosis tumoral (TNF) son de paldicimportancia en la iniciacion de la
cascada de reacciones en los fibroblastos y céuldsteliales. En el sitio de reaccion,
la IL-1 y el TNF producen la liberacion de una osdaundaria de citoquinas, que inicia
la respuesta celular de fase aguda. El higado eésgaho diana principal de los

mediadores inflamatorios. Dichos mediadores puedemparse en cuatro categorias:
--Citoquinas tipo IL-6
--Citoquinas tipo IL-1
--Glucocorticoides
--Factores de crecimiento

Las citoquinas actian como estimuladores primaigos expresion de los genes
de fase aguda mientras que los glucocorticoides yactores de crecimiento funcionan
mas como moduladores de la accion de las citoq(Basmann, 1994).

La IL-1 y el TNF estimulan la sintesis de las pimmds de fase aguda

denominadas de tipo I, como la proteina C react®la,amiloide sérico o la
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haptoglobina, e inhiben la sintesis del otro grdp@roteinas de fase aguda de tipo Il,
tales como el fibrindgeno y los inhibidores de pastas. La IL-6 induce la sintesis de la
mayoria de las PFA, en particular las de tipo H.€E caso particular del cerdo, se ha
estudiado el efecto de las citoquinas IL-1, IL-6TMF-a sobre la produccion de

haptoglobina (HPT), pig MAP y albumina por partdaehepatocitos.
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Figura 1.2. Representacion esquematica de la ruta de indudeifmrespuesta de fase aguda

2.1.a.2. Principales alteraciones y cambios praliigcdurante la respuesta de
fase aguda

Las principales funciones de la RFA incluyen lagigintes (Thompsoat al.,
1992):

--Proporcionar energia y sustratos para la luchatdra los agentes patdgenos
invasores

--Evitar la transferencia de metabolitos necesarara los patégenos
--Aumentar la presion osmaotica

--Limitar el dafio causado por los patdogenos y/miekr el tejido dafado o
infectado a la vez que se restaura el tejido sano

--Llevar a cabo el transporte de sustancias lipddes

La haptoglobina forma complejos estables con ladgbobina liberada por los
eritrocitos y también controla la proporcion de bgiobina circulante. La pig-MAP
pertenece a la familia del inhibidor de proteasksrpaticas y se relaciona con la
regulacion y modulacion de la migracion y prolifgém celular (Pifieiro, 1999). La
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proteina C-reactiva participa en la activacion sistema del complemento y en la

acumulacion de macréfagos en zonas dafiadas.

Cuando se produce la RFA, tiene lugar una seriead®ios fisiologicos entre

los que se incluyen:

- Cambios neuroendocrinos: fiebre, anorexia, descele la concentracion de
tiroxina total y aumento de la concentracion deisolr

- Cambios metabolicos: pérdida de masa musculameato de la lipélisis

- Cambios hematopoyéticos: anemia, leucocitosiemtocitosis

PROTEINAS DE FASE AGUDA

PROTEINAS DE FASE <:J——| I_—|_:> PROTEINAS DE FASE

AGUDA NEGATIVAS AGUDA POSITIVAS

Aumento de<2 Aumento de hasta

Aumento

de 2-3 1000 veces
Ceruloplasmina
C3 Haptoglobina Proteina C reactiva
Fibrinégeno

Alblmina
Prealbimina
Transferrina

Antiproteasas

Figura 1.3.Esquema de las proteinas de fase aguda positivegagivas.

2.1.b. Activacion del sistema del complemento

El sistema del complemento fue descrito en el skKji§ por Bordet como
“algo” presente en el suero inmune, que ayudabeoenplementar” el efecto de los
anticuerpos.

Parte de los factores del complemento potenciarfliamacion y la fagocitosis y
actuan produciendo la lisis de los microorganisnmsue resulta de gran importancia
en la defensa de los animales, esencialmente came ge la respuesta innata. La
mayor parte de los factores del sistema del congiiémson proteinas plasmaticas y
una pequefa parte de ellos son proteinas de memiiaichos de los componentes del

complemento son polimorficos, es decir, que aunge@eencuentran en todos los
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individuos, no son idénticos en todos ellos, sine gxisten diferencias alélicas entre

unos y otros (Lachmann, 2006).

El hepatocito es la principal célula productordat#ores del complemento, pero
también los macrofagos activados pueden produaalgoria de los factores en el foco
inflamatorio. Ademas, las citoquinas inflamatoridis-1, IL-6 y TNF) y el IFN-y
incrementan la sintesis de algunos factores deplgonen el higado.

En la activacion del complemento se ponen en maediones en cascada, de
forma que en cada reaccidn se genera un produtto,aue ademas de determinar que
la cadena prosiga hasta la reaccidon siguiente, epwddctuar acciones biolbgicas
importantes en la defensa del organismo (Niettext., 2000).

Activacion |
c3 —-.._\I—r C3a
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y bacterias

Figura 1.4. Activacion del sistema del complemento y la caacadk
acontecimientos subsiguientes que conducen a la He células animales y
bacterias.(fomado de “Inmunologiaonline” de José&aP#artinez, Universidad de
Cérdoba).

La activacién del sistema del complemento puedeiairie de tres formas
distintas, dando lugar a lo que se denominan éasvilas del complemento. Estas son:

- La via clasica: que se inicia por la unién anta@anticuerpo

- La via alternativa: que es activada por las mamds bacterianas directamente

- La via de las lectinas de union a manosa: daewoia partir de la manosa
presente, por lo general, en la superficie de baste
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En todos estos procesos de activacion se llega pasm comun en el que la
molécula C3 se escinde en C3a y C3b; después, E&csale en C5a y C5b. El C5b es
el primer factor de la llamadda terminal o litica en la que confluyen las tres vias del
complemento mencionadas. Al final, se producen @n las membranas de las

bacterias o células eucariotas, originando su lisis

El complemento es un sistema muy eficiente endhdulel organismo contra
las infecciones. Es termolabil, de forma que Sudgro es calentado a 56 6 mas grados,
su efecto se anula. Varios estudios han mostraqm@t! del complemento en una
infeccion bacteriana, estudiando la resistencéactividad bactericida de determinados

sueros de animales infectados con anterioridadt@Reaa y Meri, 1999).

iz Afternativa

'

—

———————
| Froperdins acivads |

Figura 1.5. Esquema de las vias de activacion de la cascadardplemento.
(tomado de Inmunologiaonline de José Pefia Martlhexersidad de Cérdoba)

2.1.c. Activacion de los fagocitos

Los fagocitos se activan gracias a sus receptoera [ps factores del

complemento (C3b), cuando éste se deposita empéafiiie del agente infeccioso.

2.2. Respuesta adaptativa

La inmunidad adaptativa, que se desarrolla cuawdoalgentes infecciosos
logran evadir los mecanismos innatos de defensdygenerada por la penetracién de

una dosis inicial de antigeno, se hace efectiva déspués de varios dias, tiempo
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requerido para que los linfocitos T y B reconozdeimos antigenos, se diferencien y se

conviertan en células efectoras.

Las células del sistema inmune adaptativo son las® @special de leucocitos,
los linfocitos B y T, que derivan de células maleenatopoyéticas pluripotenciales de
la médula ésea (Janeway, 2001). Las células B astalucradas en la respuesta
inmune humoral, mientras que las células T se vasda respuesta inmune mediada
por células. Las células B y T contienen moléctgasptoras que reconocen objetivos o
blancos especificos. Las células T reconocen uetiebj “no propio”, como un
patdgeno, sOlo después de que los antigenos ha@mprecesados y presentados en
combinacion con un receptor adecuado, una molédalacomplejo principal de
histocompatibilidad (CPH).

Existen dos subtipos principales de células Tcéslas T citotdxicas (Tc) y las
células T colaboradoras o ayudantes (Th). Las pasnadlo reconocen antigenos
acoplados a moléculas del CPH de clase |, mienuaslas segundas soélo identifican
antigenos previamente unidos a moléculas del CPelade Il. Estos dos mecanismos
de presentacion de antigenos reflejan los difesentemetidos de los dos tipos de
células T. Un tercer subtipo de menor importangiéofman las célulasyTd, capaces
de reconocer antigenos intactos, que no estanamtasph receptores CPH (Holtmeier y
Kabelitz, 2005).

El receptor especifico de antigeno de las célulagsBuna molécula de
inmunoglobulina situada en su superficie, caparedenocer patégenos completos sin
necesidad de que los antigenos sean procesadaanpeete. Cada linaje de células B
expresa en su superficie una inmunoglobulina ditetede forma que el conjunto
completo de receptores de antigenos de las cBullet organismo representa todas las

inmunoglobulinas que ese organismo es capaz ddizart(Janeway, 2001).

Las células T citotdéxicas (Tc) son un subgrupo dlilas T que destruyen
células infectadas o alteradas por otras causady(l White, 1999). Son activadas
cuando su receptor de células T (TCR) se liga ansigeno especifico en un complejo
con el receptor del CPH de clase | de otra célidsa. células T asi activadas viajan a

través del organismo en busca de células cuyoptmres del CPH de clase | porten
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este antigeno. Cuando toman contacto con ellaralibcitotoxinas que forman poros
en la membrana de las células diana, provocandpaptosis (Radojet al.,2006).

Las células T colaboradoras (Th) regulan tant@$puesta inmune innata como
la adaptativa y ayudan a determinar qué tipo dpuesta presentara el organismo
animal frente a un patdgeno concreto (Abbawl, 1996). No son citotoxicas y no
destruyen células infectadas, sino que dirigerras aélulas para que lleven a cabo esa
funcion. Estas células expresan receptores deasélufjue reconocen antigenos ligados
a moléculas del CPH de clase Il. Las células Thgm&an una asociacion mas debil con
el complejo CPH-antigeno que el observado en |ledaséTc, lo que significa que es
necesario que se liguen muchos receptores (enfrey 3D0); por ello, las células Th
requieren un tiempo mas prolongado de acoplamieatola célula presentadora de

antigeno (Kovacst al, 2002).

2.2.a.Caracteristicas de la respuesta inmune adapitza

A diferencia de la inmunidad innata, la adquiridasge:

--Especificidad Es debida a que este tipo de respuesta va dirigida
especificamente frente a una determinada moléatilgéaica. La porcion del antigeno
que es reconocida por los linfocitos se conoce cdeterminante antigénico o epitopo.
Esta especificidad es posible porque los linfoctostienen receptores de membrana
capaces de identificar y distinguir diferenciasilesitentre diversos antigenos. Se
plantea que todos los individuos poseen numerosmses (conjunto de células
derivadas de un anico precursor), cuya progeniatausn los receptores de superficie
de la célula que les di6 origen y puede respondetet@rminantes antigénicos
especificos para ellas. Asi, el desarrollo de d@specificos de antigeno resulta previo
e independiente a la exposicién del antigeno, al salecciona un clon especifico

preexistente y lo activa hasta provocar su prald@n y diferenciacion.

--Memoria Se refiere al incremento en la intensidad despuwesta inmune ante

los siguientes contactos con el mismo antigeno.

--Heterogeneidad o diversidadl nimero total de linfocitos con diferentes

especificidades en un individuo ha recibido el nemtbe repertorio linfocitico, cuya
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extraordinaria diversidad es el resultado de l@&abdidad en la estructura de los sitios
donde se unen los antigenos en los receptoresilicfus.

--Multifactorialidad: La respuesta inmune depende de multiples fagtteaso
del agente biologico que la origina como del hoaped que responde: por ejemplo, el
tipo, la virulencia, la cantidad o la dosis del riigeagresor y su via de penetracion
pueden generar diferentes tipos de respuestas. i@and edad y la conformacion

genética del hospedador pueden constituirse ereatesideterminantes.

2.3. Memoria inmunoléqgica

Una de las consecuencias mas importantes de laesispinmune adaptativa es
el establecimiento del estado de memoria inmunc&gjue consiste en la habilidad del
sistema inmune para responder mas rapida y efigaen@e microorganismos con los
qgue ha tenido un contacto previo (han infectadwigneente al hospedador) y refleja la
preexistencia de una poblacion expandida clonaknelet linfocitos especificos de
antigeno. La respuesta de memoria es conocida éandomo respuesta secundaria,
terciaria, etc., en dependencia del nimero de @ipoes anteriores al mismo antigeno.

Difiere cuantitativa y cualitativamente de la resgta primaria.

Se denomina respuesta inmune primaria a la quecskiqe en el organismo
animal al ponerse en contacto por primera vez coagente extrafio y de la cual se
derivan una serie de eventos que incluyen los nsoas de defensa innatos
inespecificos y los de respuesta adaptativa, paglgeno ha logrado sobrevivir a los
primeros. Comienzan los macrofagos, como célulgeotalizadas en reconocer,
internalizar y exponer los determinantes antigénide los microorganismos en su
superficie, unidos a antigenos propios del comptejocipal de histocompatibilidad,
siendo ésta la forma en que los antigenos son ifidadbs por los linfocitos
colaboradores (Th), los cuales se van a difereraiados clases de células efectoras:
Thly Th2. El modo como surgen ambas lineas celsilan ha sido totalmente definido,
pero si parece clara la influencia de algunas witas (IL-12 y el IFNy) producidas
por los macrofagos y células NKldtural Killer) en fases tempranas de la infeccion y
como respuesta a los virus y bacterias intrac&s)ajue suelen inducir una respuesta de
una poblacion tipo Thl. Sila célula colaborad@aetivada en presencia de IL-4 e IL-
6, tiende a diferenciarse hacia Th2 (Takamatsal.,2006).
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Si los microorganismos agresores estimulan la waddfensa humoral, la
poblacion que predomina es la Th2, cuya funcio@d setivar los linfocitos B, que
proliferaran y se diferenciaran hasta células pédas productoras de anticuerpos. La
produccion de inmunoglobulinas durante la respupsi@aria serd pobre, de baja
afinidad por los antigenos correspondientes, cadgminio de IgM, y de duracion
corta.

Durante el primer contacto con el agente patogepereaera ademas una
segunda poblacion de células B, que no llegaraonaectirse en células plasmaticas,
porque se diferenciaran parcialmente: son las l@saélulas de memoria. Para que
éstas logren su total diferenciacion, se imponesegundo contacto con el mismo
agente por lo que, de no ocurrir, estas céluladarae circulando, listas para completar
su maduracionSi los antigenos desencadenan una respuesta cdall@oblacion

predominante serd Thl, que actuara de dos formas:

- Produciendo linfoquinas capaces de reclutar éslas fagocitarias hacia el
lugar de agresion y de activarlas, para que patansil accion. Entre ellas, podemos
mencionar el factor activador de macréfagos (MAF ¢actor inhibidor de migracion
(MIF). Este proceso, conocido como reclutamientalag es crucial para la defensa del
organismo animal frente a los patégenos intracedsla

- Las células Thl pueden también activar los lindsc T citotoxicos, que
proliferan y se diferencian para actuar directamesnt la destruccion de las células

infectadas por patdgenos intracelulares.

De igual manera, a través del mecanismo de defssigkar se producen células
de memoria, que completan su diferenciacion anteuevo contacto con el mismo
agente patdégeno. Cuando esto sucede, se inickgpaesta de memoria o secundaria,
con la cual se obtiene mas rapidamente una maybag@on de células efectoras y, en

correspondencia, una respuesta mas intensa.

25



Introduccion

2.4. Respuesta inmune humoral vy celular

2.4.a Respuesta inmune humoral

La respuesta inmune humoral esta mediada por liof&, que reconocen el
antigeno a través de las inmunoglobulinas de memabrRara que se inicien los
procesos de proliferacion de estas células, esagoajue los linfocitos B, ademas del
estimulo antigénico, reciban el de ciertas inteylsoas.

El elemento efector final de la respuesta humarallas inmunoglobulinas. El
termino inmunoglobulina fue propuesto por Heberr(8v8), para designar todas las
sustancias con capacidad de anticuerpo, es dexir,capacidad de anteponerse al
antigeno. Las inmunoglobulinas poseen la propied@dunirse especificamente al

antigeno que indujo su formacion.

Tras la union antigeno-anticuerpo, las sustancxisafeas (o antigenos) son
destruidas por las inmunoglobulinas a través deanismos que pueden ser diferentes,
segun el tipo de inmunoglobulina que participeoEst debe a que aunque las distintas
clases de inmunoglobulinas tienen una estructwal ign ciertas partes de la molécula,
en otras presentan una estructura distinta. Podafimo®sr que las inmunoglobulinas, al
detectar al antigeno y unirse a él, actian comwsdrectores de la informacion de su
presencia, por lo que estos seran posteriormerggudios por el mecanismo mas
idoneo, en el que colaboraran, ademas del propiicuanpo, el sistema del
complemento, los macréfagos, en polimorfonucleaeegrofilos o las células NK, entre

otros tipos celulares.

Las inmunoglobulinas descritas en la especie parcicluyen: IgM, 1gG, IgA e
IgE (Butler et al., 1981). Ninguna de ellas atraviesa la placebtatransferencia de
inmunoglobulinas de la madre al feto se realiza, tpoto, a través del calostro: los
lechones absorben por via intestinal las inmunagilohs, que difunden posteriormente
hacia suero (Prescat al.,2004).
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Figura 1.6. Inmunoglobulinas caracteristicas en las respuesiaaria y secundaria.
(Tomado de curso de Introduccion a la Inmunologifd. Sanchez Vizcaino)

IgM: Es la primera inmunoglobulina en producirse erelpuesta inmune vy el
isotipo predominante en k@spuesta primaria. Se trata de la segunda inmoinaigha
en concentracién en suero, después de la IgG,sapendo entre un 10 y un 12% del
total de inmunoglobulinas porcinas. Aunque no es Hascrito subclases, se ha
sefalado una variante alotipica. Su concentraciGuero oscila entre 1 y 5 mg/ml; en
la leche materna, entre 0,3-0,9 mg/ml y en el tadpentre 2,5y 3,2 mg/ml (Curtet
al., 1971)

IgG: La IgG es el isotipo principal de inmunoglobulirasel cerdo. Entre el 80
y el 85% del total, se encuentra distribuida esudro y calostro, siendo ademas el
anticuerpo mas importante en la respuesta secandaui concentracion en el suero
oscila entre 17-29 mg/ml; en leche materna, en8erig/ml y en calostro, entre 30-70
mg/ml. Se han descrito, al menos, cinco subcldgexl( IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgG4) y
cuatro alotipos. Sin embargo, el estudio del ADNphasto en evidencia que existen
hasta ocho genes que codifican la regidon cons@nt® que probablemente represente
aun una mayor variabilidad potencial. El papel sta @mmunoglobulina en la respuesta
humoral resulta fundamental (Curéisal., 1971).

IgA: Es la inmunoglobulina mas importante del cerdona@ en otras especies
animales, participante en la inmunidad de las masoy la principal clase en la
lactancia del animal. Representa alrededor del 8P4adal de inmunoglobulinas. Su
concentracién en suero es escasa, entre 0,5 yralyagl leche materna se eleva hasta

3-7 mg/ml y en calostro, hasta 9,5-10 mg/ml. Sedestrito dos subclases en el cerdo,
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IgAl e IgA2, y dos variantes alélicas, una de laales determina una region bisagra

integrada por seis aminoacidos y la otra, una regisagra formada sélo por dos.

La actividad de la IgA esta relacionada de formeneisl con la inmunidad de
las mucosas, donde puede actuar evitando la peldetrde los antigenos a traves la
pared del intestino y neutralizando la actividadatfpinos virus, incluso dentro de las
células epiteliales o fuera de ellas. La IgA navacta cascada del complemento ni

puede actuar como opsonina.

IgE: Representa menos del 0,01% de las inmunogloluliiraulantes en el
ganado porcino y su actividad se relaciona, praioiente, con problemas de

hipersensibilidad.

2.4.b. Respuesta inmune celular

La respuesta inmune de tipo celular cubre una itapta funcion como
mecanismo inmunologico de defensa, actuando pehmignte frente a bacterias
intracelulares y virus, a la vez que contrarreataparicion y desarrollo de células
tumorales. La respuesta inmune de tipo celularoespleja en sus efectos y acciones
finales, igual que en su iniciacion y desarrollo. &la participan esencialmente los
linfocitos T colaboradores (Th) y citotoxicos (T¢Broux, 2001). Los linfocitos
reconocen el antigeno mediante receptores TCRhaden solo cuando el antigeno es
degradado y procesado en el interior de las célaesentadoras de antigeryosus
determinantes antigénicos son expuestos en lafgipeate éstas, acompafiados de una

molécula del complejo principal de histocompatilzili.

Las moléculas del CPH, a las que nos hemos refendeste sistema, son una
serie de glicoproteinas presentes en las membdantaslas las células nucleadas, entre
las que se encuentran las células inmunocompeteristas moléculas son
esencialmente de dos tipos o clases, clase | g dlaBoseen, entre otras funciones, las
de presentar el antigeno a los linfocitos, asi ctende participar en el proceso de

maduracion de los linfocitos en el timo.

Las células presentadoras de antigeno son lasgewlear de captar, procesar y
presentar el antigeno a los linfocitos T. El re@dmiento del antigeno por las células T
exige que previamente sea procesado proteolitid@mam el interior de las células
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presentadoras de antigeno. Aunque existen excegsitanseparacion de las funciones
de los linfocitos Th y Tc viene dada por el origenlos antigenos que reconocen y, en
altimo término, por el modo de procesamiento ercédalas presentadoras de antigeno
y Su posterior presentacion en la superficie denl@keculas del CPH. Los linfocitos Tc
reconocen los antigenos que han sido procesaddgy@maimente en el citosol de la
célula infectada y presentados por las molécula€Beél de clase I, mientras que los
linfocitos colaboradores interaccionan con el amdy cuando es presentado por
moléculas de clase II. Este fenOmeno se conoce cestiaccion por el CPH, es decir,
gue el TCR que reconoce especificamente el antilgerml® encontrarlo presentado por
moléculas CPH propias. En el proceso de reconootmie interaccion de una célula
con otra intervienen, ademas, toda una serie detamlals llamadas moléculas
accesorias, que se encuentran en la superficieogldinfocitos T o en las células
presentadoras de antigeno. Estas moléculas int@maocentre si o con otros ligandos,
reforzando la unién entre el TCR y el complejo Oidptido e incrementando la

adherencia intercelular y su afinidad (Lunmg\al., 1987).

Cuando tiene lugar el reconocimiento antigénicaeert TCR y la molécula
CPH que porta el antigeno, se desencadena unalaaseaeacciones bioquimicas en el
citoplasma de la célula T, que da lugar al proc#soactivacion, proliferacién vy
diferenciacion celular. Estos mecanismos implicanparticipacion de una serie de
sustancias intracitoplasmaticas, conocidas comonsi®g mensajeros, que son ciertas
sustancias lipidicas y proteinicas, que adquieventasacter funcional al fosforilizarse
esencialmente en los aminoacidos serina y treor@mmo consecuencia de estos
eventos, se producird finalmente la activacion detrhnscripcion de los genes

implicados en la sintesis de IL-2 u otros fact¢B8sheim, 1999).

La consecuencia final de este tipo de respuesta fsmacion de células Th
activas, productoras de interleuquinas y de cékilasoxicas que poseen la capacidad
de lisar las células que portan el antigeno quejéondu activacion. Este tipo de

respuesta requiere varios dias para su desarrollo.

2.5. Inmunidad de mucosas

El sistema inmune de las mucosas constituye lagpaniinea de defensa del

organismo. Las membranas mucosas son la princidal de entrada de
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microorganismos, alergenos y carcindgenos. La fiagemas vulnerable y extensa es
la mucosa gastrointestinal (200 veces mayor queiperficie cutanea), pero también
son importantes las mucosas de las vias aéreasgriariy genital, asi como la
conjuntiva que recubre los ojos. Este sistema gimteesta formado por la mayor

coleccién de células inmunocompetentes del organ{Stokest al., 1989).

La inmunidad sistémica favorece las reaccionestdrenantigenos extrafos:
reacciones especificas de citotoxicidad linfociaricitotoxicidad mediada por
anticuerpos y la activacion del complemento; parogitrario, la inmunidad de mucosas
mantiene la absorcién selectiva y la funcion dedaera intestinal, a pesar del continuo
estimulo antigénico, discriminando entre patdggnomléculas de la dieta inofensivas.
Estas respuestas se caracterizan por la hipedadivide los mecanismos de
inmunorregulacion, que promueven la exclusion nesiga de patdgenos mediante
anticuerpos protectores locales (IgA secretord)caso la supresion activa, tanto de
las respuestas sistémicas especificas frente geaot inertes (tolerancia), como de la

amplificacion de los mecanismos efectores de laimdad innata (Oswald, 2006).

El tejido linfoide asociado al intestino es el lugaas importante de induccion
del sistema inmune de las mucosas Yy, debido ansafitay caracteristicas, también de
la inmunidad adaptativa. Esta formado por tejishdoide organizado y especializado,
con rasgos anatomicos que lo diferencian de otpdos linfoides secundarios (no
posee capsula definida ni vasos linfaticos afesggntéontiene 6rganos bien definidos,
como las placas de Peyer, que asientan preferenterae el intestino delgado y estan
recubiertas por un epitelio especializado (céligspara el transporte de antigenos
desde la luz (Bimczokt al, 2006). También estan presentes agregados calllame
organizados (ganglios linfaticos mesentéricos) llag linfoides dispersas que se
distribuyen en dos compartimentos, el epitelio yidmina propia intestinal (donde

predominan las células plasméaticas productoragAle |

Los linfocitos recirculan continuamente entre logahos linfoides a través de
los vasos sanguineos y linfaticos. Las célulasBltignen propiedades de migracion y
asentamiento tisular caracteristicas. Tras la e#con en el GALT (tejido linfoide
asociado al digestivo), la mayoria de estas célulmgan a los ganglios linfaticos
regionales y, tras diferenciarse, pasan a la ectdh. Son células de memoria

estimuladas que expresan moléculas de adhesiono(tanmtegrinaaER7), cuyos
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ligandos correspondientes (adhesinas) se encuesrrdes células del endotelio de la
lamina propia intestinal (asi como en las placa®eler y en los ganglios linfaticos).
Una subpoblacion de células T migra al epitelimyd#oson retenidas por la expresion
de cadherina-E en los enterocitos. La diseminaciéagiada de células especificas del
GALT a todos los tejidos exocrinos permite defaliconcepto de MALT o sistema inmune

comun a las mucosas, base funcional de las vacuales (Snoekt al.2006).

2.6. Respuesta inmune frente a diferentes microses

Las respuestas inmunes contra los microorganisraaegue multiples y
variadas, presentan algunas caracteristicas geseta primera de ellas consiste en
que la defensa contra los agentes patdgenos esliadagor mecanismos efectores,
tanto de la inmunidad innata como de la adaptatiachos microorganismos han
desarrollado mecanismos que les permiten sobrexilarrespuesta inmune innata y la
proteccion contra ellos requiere la participaciotiva de la inmunidad adaptativa. Los
agentes infecciosos pueden diferir mucho en susngE de invasion y de colonizacion,
asi como en la inmunogenicidad de sus antigenasloRanto, una respuesta inmune
eficaz contra microorganismos distintos puede negleeactivacion de diferentes tipos

de mecanismos efectores, tanto en la respuestaneimoata como en la adaptativa.

La supervivencia y la patogenicidad de los micranigmos en el hospedador
estan influenciadas por su capacidad de evadsistirda inmunidad protectora, para lo
cual han desarrollado diferentes estrategias. Caracteristica en comun es que en
muchas infecciones, el dafio tisular y la enfermeg@dducida puede ser la
consecuencia de la propia respuesta inmune deétladpr contra el patbgeno, mas que

de la accion del microorganismo en si mismo.

2.6.a. Inmunidad frente a bacterias extracelulares

Las bacterias extracelulares pueden causar enfadmpdr dos mecanismos
distintos. El primero es la inflamacién, que prawvda destruccion de los tejidos en el
sitio de infeccion; un ejemplo de ello son las @afenes producidas p&taphylococcus
spp. yStreptococcuspp. El segundo mecanismo consiste en la produc@doxinas
con distintos efectos nocivos. La endotoxina deblasterias Gram negativas es un
potente estimulador de la produccién de citoquinds la activacion de los macrofagos.
Muchas exotoxinas son citotéxicas, pudiendo matar gistintos mecanismos las
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células a las que se fijan. Otras interfieren @nflinciones celulares esenciales; por
ejemplo, la toxina diftérica inhibe la sintesistpica bloqueando la funcion del factor

de elongacion 2, necesario para la sintesis de todgolipéptidos. Otro ejemplo serian

algunas toxinas clostridiales, como las producipas Clostridium perfringensgue

provocan una extensa necrosis de los tejidos, gu#uce a la gangrena gaseosa.

2.6.a.1. Inmunidad innata

Los mecanismos fundamentales de la inmunidad inma¢aactian contra las
bacterias extracelulares son la fagocitosis, |lpuesta inflamatoria y la activacién del
sistema del complemento. Los fagocitos pueden eirardas bacterias extracelulares
mediante una serie de receptores y dicha intena@ativa los fagocitos incrementando
su capacidad fagocitica y microbicida. La activacife los fagocitos provoca la
secrecion de citoquinas proinflamatorias, comaeldr de necrosis tumoral (TNF-y
las interleuquinas IL-1, IL-6 e IL-8, que inducenddhesion de neutréfilos y monocitos
al endotelio vascular en el sitio de la infeccideguida de la migracion, acumulacion
local y activacion de las células inflamatorias gliminan las bacterias. La activacion
del complemento en ausencia de anticuerpos tanefgéoe un papel importante en la
eliminacién de estas bacterias. El peptidoglicamo las paredes celulares de las
bacterias Gram positivas y el LPS de las paredakoes Gram negativas activan la via
alternativa del complemento, promoviendo la formdadie la convertasa del C3. Las
bacterias que expresan manosa en su superficiempuedr una lectina, homéloga al
Clqg, que activa el sistema de complemento pordadei esta denominacion. Como
resultado de la activacion de este sistema, se@@&@&b que opsoniza las bacterias y
mejora su fagocitosis. Igual sucede cuando se gebeb. Ademas, la activacion de la
cascada del complemento podria terminar con ladoidn de complejos de ataque a las

membranas y la consiguiente lisis bacteriana.

2.6.a.2. Inmunidad adaptativa

La inmunidad humoral es la principal respuestaa&fpa protectora contra este
tipo de bacterias. Los polisacaridos de las paremglares y de las cépsulas
constituyen sus componentes mas inmunogenos Yy lsgmowtipo de antigeno T
independiente. Dichos antigenos estimulan las a=lBl, que generan una respuesta
especifica de IgM, aunque también pueden sintedzaptros isotipos de

inmunoglobulinas. La liberacion de citoquinas prewal el cambio de isotipo,
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modificando las cadenas pesadas de la inmunoghabulios anticuerpos producidos
contra los antigenos de superficie (polisacaridgsateicos) y las toxinas bacterianas

estimulan tres tipos de mecanismos efectores:

- Las 1gG opsonizan las bacterias favoreciend@admditosis; estos anticuerpos

se unen a los receptoregylpresentes en los monocitos, macrofagos y newsofil

- Las IgG y las IgM neutralizan las toxinas baeteais impidiendo que se unan a
sus ceélulas blanco, promoviendo su fagocitosis. I[Bnmucosa respiratoria y
gastrointestinal, la IgA secretora desempefia uelpagportante etta neutralizacion de

toxinas y en la prevencion de la colonizacion ddas tejidos

- Tanto la IgG como la IgM activan el sistema d@hplemento, lo que conduce
a la formacion, en la superficie bacteriana, decamplejo de ataque a la membrana,
cuya funcion litica es importante soOlo para elimirdgunos microorganismos

inflamatorios que finalizan con la produccion deldsome de chogu®xico

2.6.b. Inmunidad frente a bacterias intracelulares

Algunas bacterias son capaces de sobrevivir yaagk dentro de células del
hospedador. Algunas incluso lo hacen dentro déalgscitos Como estas bacterias se
encuentran en un nicho inaccesible a los anticgerpoulantes, su eliminacion requiere

mecanismos inmunes distintos a los descritos parbdcterias extracelulares.

2.6.b.1 Inmunidad innata

Los mecanismos centrales de la inmunidad innatatefr@ estas bacterias
incluyen la fagocitosis y la accion de célulzetural killer (NK). Sin embargo, las
bacterias intracelulares son resistentes a la dagi@ dentro de los fagocitos
mononucleares. Dicha resistencia permite que algpatdgenos intracelulares puedan
permanecer durante largos periodos en el hospedpdorotro lado, las bacterias
intracelulares inducen la activacién de células M& sea directamente o mediante la
produccion de citoquinas (especificamente, IL-E)vddas de macrofagos. Las células
NK activadas secretan interferon (IFIN-que es a su vez un potente activador de los

macrofagos, mejorando su capacidad fagocitica yoimicida.
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2.6.b.2. Inmunidad adaptativa

La principal respuesta inmune protectora contreb&agerias intracelulares esta
representada por la inmunidad mediada por céliaghos antigenos proteicos de
estas bacterias estimulan las respuestas de célblagsTc y ambos tipos celulares
contribuyen al desarrollo de la inmunidad protextoontra las bacterias intracelulares.
Una funcion efectora central para eliminar estagoorganismos se encuentra mediada
por macréfagos activados por citoquinas (particodarte, IFNy) derivadas de células
Thl activadas. Por otro lado, las mismas célulasadtovadas pueden actuar como
linfocitos citotoxicos sobre las células infectadas

Las diferencias en el tipo de respuesta mediadéapaélulas T pueden explicar
las distintas manifestaciones clinicas que detemmina infeccion por un
microorganismo en individuos diferentes. En algusiisaciones, esto se ha explicado
por el entorno de las citoquinas secretadas emaetdurso de la respuesta, lo que
determina la expansion de un grupo de células TAhZ) que inducen mecanismos
efectores distintos: mientras que una respuestipald favorece la inmunidad celular y

determina niveles bajos de anticuerpos, una de2tipduce todo lo contrario.

Por otro lado, como ya se menciond, estas bactdr@as desarrollado
mecanismos que las vuelven resistentes a la faggitpor lo que persisten durante
largos periodos aun en individuos con una inmunaidalar eficaz. Dicha persistencia
genera una estimulacion antigénica cronica, queleuwsnducir a la formacién de
colecciones locales de macréfagos activados (gvarad), que rodean los
microorganismos impidiendo su diseminacion. Laamiacion granulomatosa es una
caracteristica histologica propia de muchas intews producidas por micobacterias,
gue se asocia con necrosis Y fibrosis, conducientisiones funcionales graves. Asi
pues, la respuesta inmune del hospedador es la gamgipal de la lesion tisular en
muchas infecciones producidas por bacterias iftrices, como las micobacterias. La
respuesta inmune desarrollada frente a este tipafeeciones puede variar entre los
individuos, siendo determinante de la progresiénadenfermedad y del pronostico

clinico.
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3. Enfermedad de Glasser

3.1. Epidemiologia

Esta enfermedad fue descrita por primera vez poGlésser en Alemania, en
1910, como una inflamacién fibrinosa de las articiiines de los cerdos jovenes,
asociada a condiciones estresantes de manejdadtrascon alta mortalidad. Afecta ya
a los lechones de una semana de vida, de cuyas fasales se puede aiskr
parasuis en ocasiones sin relacion con cuadro clinicoradgiiRodriguez- Ferret al,
2000). H. parasuisrepresenta una de las especies bacterianas méadeptes en los
lechones. En el aparato respiratorio, este miceoosgio Se comporta como un

oportunista, que produce enfermedad asociado cos agentes bacterianos o viricos.

La enfermedad se ha descrito principalmente enaeswe entre dos semanas y
cuatro meses de edad. Este proceso se vuelve néante cuando afecta a
explotaciones libres de patdgenos, donde los aesmab han tenido contacto con la
bacteria. Es en estos casos cuando produce madalichorbilidad elevadas. El aparato
respiratorio constituye la entrada habitual delnégedesde el que se puede difundir a
todo el organismo y es un comensal comun en las foasales de los animales sanos
(Vahleet al.,1997).

La enfermedad de Glasser se ha descrito en unngraero de paises, siendo
muy diversa la distribucion geografica de los disis serotipos, aunque siempre
predominan algunos en particular. En América detté&oAustralia y Japén, los
serotipos mas frecuentes son el 4, el 5 y el 1IBuo0l5% (o incluso mas, en el caso de
Japon) de cepas no tipables (Rapp-Gabrietdaal., 1992). En Espafia, ademas se ha

descrito una incidencia elevada de los serotipp8 PRubieset al, 1999).

H. parasuises un microorganismo muy labil en las condiciohabituales de
trabajo, en el medio ambiente y en los medios #&/guEn estudios llevados a cabo en
nuestro laboratorio (Rodriguez- Feetial.,2000) con el serotipo 5 (cepa Nagasaki) se
puso de manifiesto que en un caldo de cultivo & lbl@sBHI enriquecido con NAD y
glucosa a temperatura ambiente, la viabilidad sélaba a partir del cuarto dia,
prolongandose hasta el dia 21 si se mantenia aC8iCel uso de suero, la viabilidad
aumentaba sustancialmente, especialmente a 4°Queyancluso podian recuperarse

bacterias vivas hasta un mes después de iniciadogxperimentos. Estos estudios
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demostraron que, pese a su extrema labilidad,deefi@ es capaz de sobrevivir algun
tiempo protegida por la materia organica.

Otros estudios revelaron que hasta un 85% de losades estudiados dentro de
una misma explotacion eran seropositivos (Madkeal., 1993), pero solo se podia aislar
la bacteria del 30% de ellos. Este dato se puetiéigar teniendo en cuenta que existen
muchos serotipos apatdégenos y que las técnicas igl@mento poseen escasa
sensibilidad y, sobre todo, qli& parasuises un colonizador nasal muy precoz, que
induce una respuesta de anticuerpos que no sesgonge con el padecimiento de la

enfermedad.

3.2. Patogénesis

H. parasuisse transmite de forma directa, por contacto, arenthmente a
través de la via aerégena, aunque la capacidadifasod puede alcanzar alguna
distancia por el aire. El proceso comienza conrk&sgncia, como comensal, ée
parasuis en las fosas nasales; desde alli, podria paséda@ly producir otitis media, o
también ocasionar un proceso derivado de farggitisinusitis, que acabara en
neumonia (Cet al.,1998). El microorganismo también puede entrarcgnacto con la
sangre (septicemia), lo que provocaria la muerteadienal o la colonizacion de las
serosas, con la consiguiente producciéon de losrogdibicos de meningitis, encefalitis
y poliserositis, que con mucha probabilidad acabaeterminando también la muerte
del animal (Amanet al.]1997).

Valheet al. (1997) estudiaron la patogenia y lesiones caugamtassta bacteria,
tras la inoculacion por via intranasal de cerddgados de calostro. A partir de las
cuatro horas desde la infeccion, ya se observabaniittraciéon de neutréfilos en la
submucosa nasal, que se iba reduciendo en las posteriores. A las doce horas se
aislaba la bacteria de la cavidad nasal y de ué@ y, desde ese momento hasta la
muerte del animal, la bacteria difundia a difererieganos, y tejidos, por el torrente

circulatorio.

En 2003, Mulleret al. estudiaron los cambios sanguineos que se prodtrai&n
una infeccion con 4 x TBUFC del serotipo 5, por via intratraqueal. Comprobajue
el nimero de leucocitos totales, la neumonia yparieion de radicales libres se

encontraban relacionados entre si.
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En H. parasuispodemos diferenciar dos grupos de cepas, las sapdentas y
las no virulentas, que pueden encontrarse en eht@peespiratorio de animales sanos.
Con la comparacion de estos dos grupos podemostatetactores de virulencia y sus
mecanismos de accion; asi, se puede estudiaritderesa a la fagocitosis (Olvest
al., 2009), la resistencia al suero (Cerda-Cuedtaal, 2008) o la invasion de células
endoteliales (Vanieet al, 2006). Estos ultimos investigadom@smprobaron mediante
estudiosin vitro la capacidad déd. parasuisde invadir las células del endotelio
microvascular del cerebro y Aragat al(2009) concluyeron que las cepas mas
virulentas deH. parasuisinvadian las células endoteliales de manera mo@weficaz
gue las cepas del epitelio nasal, poniendo de matufel papel que desempeia la

invasion en la virulencia de esta bacteria.

En nuestro laboratorio, se llevo a cabo un expearimeon cerdos de unas ocho
semanas, en los que la infeccion fue llevada a oadstiante inoculacion intratraqueal
con el serotipo 5 dB. parasuis a una dosis letal de 5 x*I0FC (Martin de la Fuente
et al., 2009). Se probaron diferentes composiciones véesineomparandolas con un
grupo control, infectado pero no vacunado, quegm@ba una sintomatologia que
variaba desde septicemia aguda con poliartritisostrpcion de los animales, hasta
muerte rapida, en pocas horas.

3.3. Respuesta inmune frentel aparasuis

3.3.a. Inmunidad innata

Como se ha sefialado, con caracter general, la idadininnata es un
mecanismo de defensa inespecifico al que recutiesgledador de forma inmediata, o
en el plazo de unas pocas horas, después de lai@gpoal agente patogenen dicha
respuesta acttan como mediadores la fagocitosia wctivacion del sistema de
complemento. Paumusett al. (1998) observaron, en experimentos llevados a cabo
cerdos infectados coad. parasuis,que los macréfagos alveolares y los neutréfilos no
aumentaban la produccion de o6xido nitrico, peroiddss posteriores realizados por
Muller et al. (2003) si observaron que en los perfiles sangsidedos cerdos, después

de la infeccidon, aumentaban los radicales libres.

La primera barrera fisica de protecciobn en el dpanmaspiratorio esta

representada por el propio epitelio recubiertoitiescy de moco, capaces de retener y
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expulsar al exterior aerosoles que contengan nmgamismos potencialmente
patdégenos. La segunda barrera la constituyen lasofisgos alveolares y otras células

fagociticas de la sangre, como los monocitos néagrofilos (Greert al, 1977).

La exposicion natural del hospedador a los micraaiggmos comensales con los
gue convive, desencadena respuestas de tipo huraprakentadas por los anticuerpos
naturales, los cuales pueden reconocer epitopogartidos con otros microorganismos
patogenos, actuando, directa o indirectamente, conaobarrera complementaria de
primera linea frente a la infeccion (Kearretyal,1984) activando el complemento por
la via clasica, con la consiguiente lisis bacteriaAdemas, el complemento puede
activarse por la via alternativa, que junto codddas lectinas, es capaz de activar este
sistema en ausencia de anticuerpos y de geneffaagehento C3b que opsoniza la
superficie bacteriana y facilita asi el proceso fdgocitosis. Lillie et al. (2006)
observaron, en el suero de animales convalecidatgsesencia de una proteina de 32
kDa capaz de unirse a la bacteria y también a esfecas de manosa-sacarosa.
Comprobaron que la secuencia genética de estdmaqieesentaba una gran homologia
con las lectinas de union a manosa, lo que abainpaerta para su posible intervencion

en fendmenos de activacion del complemento.

Existen también mediadores quimicos como las ditagy que se liberan tras la
activacion de los fagocitos, como ocurre en el cedd NF«, que ayudan a controlar la
infeccidon. El TNFe es producido por macrofagos como respuesta allibeéfdo por

las bacterias Gram negativas (Harde@l, 1997).

3.3.b. Inmunidad adquirida

En términos generales, la inmunidad adquirida pukeddirse en dos niveles de
expresion independientes, pero interconectadaspianidad pasiva, que consiste en la
transferencia de inmunoglobulinas desde la madwecan nacido, a través del calostro,
y la inmunidad activa, en la que participan lasileél B y T, dando lugar a dos formas

clasicas de expresion, la inmunidad humoral y laate celular.

3.3.b.1. Inmunidad pasiva natural

En el caso del cerdo, la inmunidad pasiva natwlsajenerada por la madre y
transmitida al recién nacido via calostral, porgneesta especie no existe transferencia

de anticuerpos a través de la placenta.
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Blanco et al. (2004) compararon el efecto de la infeccion ¢bnparasuisde
cerdos criados de modo convencional y de cerdosmgws de calostro. Con los
primeros no fue posible reproducir la enfermedadgye estos animales presentaban
anticuerpos frente a la bacteria por inmunizaci@enma, mientras que en los cerdos
privados de calostro se pudo reproducir perfecttenemdemas de otras ventajas
relativas a la ausencia de contagio natural desd®alre y a la colonizacion precoz de

las fosas nasales.

3.3.b.2. Inmunidad adquirida

3.3.b.2.1. Respuesta humoral

Frente aH. parasuis se han detectado anticuerpos especificos en ,suero
mediante diversas técnicas seroldégicas como lacidija del complemento,el
immunoblottingy el ELISA, lo que pone de manifiesto la capacistexundgena de este

agente.

Nielsenet al. (1993) demostraron la presencia de reacciones aaigzentre los
serotipos 1 y 3, igual que el serotipo 5 con el26 y 7, mediante fijacién del
complemento, pero ni en un caso ni en otro, esthdeafectaba a la capacidad

protectora neutralizante.

Miniats et al. (1991) detectaron también anticuerpos dirigidositérea varias
OMP, tras la inmunizacién con diferentes cepadHdearasuis pero no detectaron
anticuerpos frente al lipoologosacérido. Tambiéseobaron que los anticuerpos que se
producian despues de la inmunizacién con cepas\padentas no protegian frente al

desafio heterélogo con otras cepas mas virulentas.

En cualquier caso, se ha demostrado la existereciand clara relacién entre
proteccion e inmunidad humoral, porque la inmurni@accon bacterinas originaba
seroconversion, con el mantenimiento del tituleadgcuerpos durante un tiempo y la
aparicion de proteccion frente al desafio con ebtgew homologo (Takahaskt al,
2001; Martin de la Fuentt. al.,2009).

3.3.b.2.2. Respuesta celular

Con caracter general, las citoquinas desempefiapapel importante en la

respuesta inmune adaptativa. Durante la infeccambelbiana se secretan principalmante
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IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 (Lorenzoet al., 2006). Cada una de estas citoquinas,
gue tienen caracter proinflamatorio, aparecen deenaasistémica (Van Reett al,
2002). Si sus niveles llegan a resultar excesiyweducen dafio tisular, choque

endotoxico o incluso la muerte del animal (Murtaygfoss, 2002).

Los estudios llevados a cabo por Martin de la Fuehal. (2009) pusieron de
manifiesto la expresion de varias citoquinas engknsglios linfaticos, pulmén, bazo y
cerebro tras la infeccion pét. parasuisde cerdos privados de calostro, que habian sido
inmunizados con diversas preparaciones vacunakescoBipard la cantidad de las
citoquinas expresadas en los animales supervigenten los que murieron y se
encontré una diferencia entre ambos lotes, lo qoee pde manifiesto el papel

desempeiado por las citoquinas en la patogénekisetéermedad de Glasser.

3.4. Cuadro clinico v lesiones

Existen muchos signos clinicos que se asocianacarfdccion poH. parasuis
como la muerte subita, los signos neuroldgicognlarexia, la pérdida de apetito, las
alteraciones en las articulaciones, los probleraspimatorios, fiebre, abortos, descarga
nasal, rinitis, periorquitis y presencia de exud&fianoso o fibrinopurulento en las
superficies mucosas y en las articulares. Lasddifgas en la capacidad para producir
neumonia pueden deberse a las diferencias en tievfdeccion, la dosis o el potencial

patdgeno de las cepas implicadas (Olivetral, 2003).

La enfermedad afecta principalmente a animalesitte & y 12 semanas, en los
que se aprecia hipertermia, inapetencia y apatitpseprimeros estadios. Se observan
también problemas en la movilidad, debido a laamécidén de las articulaciones y, en
algunos casos, se ve afectada la respiracion, \@sise disnea, con descarga nasal y
taquicardia. Las lesiones mas comunes son la pmdisis y la poliartritis fibrino-
purulenta, en la que la fibrina se dispone en lamim capas que pueden incluso cubrir
los 6rganos. En las cavidades abdominal y tor&scaprecia liquido serofibrinoso y en
las articulaciones, un liquido sinovial menos viscale lo normal. Cuando aparecen
sintomas nerviosos, éstos suelen indicar meningptigue anatomopatolégicamente se
manifiesta por una opacidad de las meninges y oreato del liquido cefalorraquideo
(Segalé=t al, 1997).
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En los casos septicémicos se observan petequigisiy@sis en el higado, rifidén
y meninges, asi como trombos de fibrina en multdaddrganos. En ocasiones, puede
observarse un cuadro septicémico agudo, con cmgesieralizada, edema subcutaneo
y pulmonar, que puede ocasionar la muerte. En akyjanimales se aprecia alteracion
de la coagulacion de la sangre y un descenso detmaide plaguetas. Cuando a estos
animales se les realiza la necropsia, se obsemgestion y edema en numerosos
organos. Las bacterias se localizan en pequefass,vasi como en el interior del
citoplasma de las células que constituyen el mafilb inflamatorio (Amancet al,
1997).

3.5. Diagnéstico

Aungue la historia clinica, los datos epidemiolégiy los antecedentes pueden
resultar muy orientativos en el diagnostico de ideenedad de Glasser, es en el

laboratorio donde el diagndstico se convierte dmitigo.

3.5.a. Diagnaostico directo

Se lleva a cabo mediante el aislamiento de la bactepartir de cultivos de
hisopos nasales, de las cavidades del animal gsdéiferentes 6rganos, tanto afectados
clinicamente como no afectados. El tiempo trangdoirentre la toma de muestras y la
inoculacion en los medios de cultivo para el aigtamo resulta muy importante. Lo
ideal es que si la siembra no va a ser inmediataitiscen medios de transporte que
mejoren la supervivencia de la bacteria y facilisenrecuperacion. Entre los medios
descritos para llevar a cabo el aislamiento podem&scionar el agar sangre con una
estria deS. aureusproductor del factor V, el agar chocolate, el aB&LO, el agar
Levinthal, el de Gilbride y Rosendal o BHI supleta&io con suero de caballo, extracto
de levadura, glucosa y un 0,025% de NAD. Las caoowigs de cultivo incluyen un
periodo de incubacion de 24-48 horas a 37°C, cob%mnde CQ (Rodriguezet al.,
2000).

Como claros inconvenientes de este tipo de diagopbdemos mencionar la
alta probabilidad de contaminantes y los elevadqaerimientos nutritivos que necesita
H. parasuispara su crecimiento, que se traducen en un paijeede recuperacion
moderado, aun en presencia de clinica y lesiorsgseshosas.
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3.5.b. Diagndstico indirecto

3.5.b.1. METODOS SEROLOGICOS

3.5.b.1.1. ELISA indirecto

En la actualidad, los métodos seroldgicos se ceraidpoco especificos porque
en condiciones naturales, la mayoria de los angreda portadores y, en consecuencia,

presentan anticuerpos que no se relacionan direatanaon la enfermedad clinica.

En una primera descripcidén de esta técnica seditiln antigeno bacteriano, sin
tener en cuenta su virulencia ni su patogenicidaloteniendo resultados poco
especificos y sensibles. Posteriormente, se désatio ELISA indirecto basado en la
utilizacién de antigenos obtenidos a partir deamtgpo virulento (Segalés, 1996). Los
niveles de sensibilidad y especificidad eran ad#@sa aunque no discriminaba entre
serotipos, debido a la existencia de reaccionezadas. La técnica ELISA también se
ha utilizado para la deteccion de anticuerpos mates, empleando como antigeno una
suspension en PBS de la misma cepa que se hdl@adatipara infectar a los animales,
inactivada con formalina al 0,6% (Solano-Aguile399).

3.5.b.1.2.Fijacién del complemento

Esta técnica se ha utilizado en el diagnésticadmfermedad de Glasser para la
deteccion de anticuerpos circulantes en el suerangeales después de una infeccion
experimental por aerosol o via intranasal de ce8fiS con 7 serotipos de referencia
(Segalést al., 1997). Aunque los serotipos 1 y 5 resultaron patdg y produjeron las
lesiones tipicas de la enfermedad de Glasserfdacidn intranasal con los serotipos 2,
3, 4, 6 y 7 no produjo enfermedad, pero indujoriEsencia de anticuerpos circulantes,
detectados por fijacion de complemento. Estos dauiggeeren que los serotipos 1y 5
podrian compartir determinantes antigénicos corséwetipos no patégenos, y que los
anticuerpos fijadores del complemento no se pragduoecesariamente, frente a los
factores de virulencia propios de la bacteria.

Cuando se llevo a cabo la infeccion experimental @erosoles que contenian
los serotipos 2, 3, 4 y 7 (Nielsen, 1993), se olisque los cerdos resistian el desafio,
producido dos semanas mas tarde, con una cepantautianesa perteneciente al
serotipo 5. En estos animales pudo demostrarses$emcia de anticuerpos fijadores de

complemento, aunque la inmunidad cruzada no séGaadaos titulos de los anticuerpos
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por fijacibn de complemento, ya que, por ejempie,derdos infectados con el serotipo
3 solo indujeron anticuerpos frente a este serpfieoo fueron capaces de resistir el
desafio con una cepa del serotipo 5. Esto perraggusar que esta técnica serologica

no resulta muy adecuada como método de diagnaostico.

3.5.b.2. OTROS METODOS INDIRECTOS DE BASE INMUNE

3.5.b.2.1. Inmunohistoquimica

Se ha aplicado a la deteccionHieparasuisen érganos que previamente habian
sido fijados con formalina y embebidos en parafpa, medio de un sistema biotina-
avidina inmunoperoxidasa. Se revela como una taseoasible y muy especifica en el
pulmén, pero poco fiable en el moco traqueal, amérse reacciones cruzadas on

pleuropneumonia€Segalé®t al.,1997).

Amanoet al.(2004) detectaron la presenciaHlieparasuisen lesiones de cerdos
gue habian sido infectados por via intranasal. 9 @&so, el anticuerpo primario estaba

marcado con biotina y se revelaba con estreptasp@roxidasa.

3.5.b.2.2Immunoblotting

Se ha descrito umnmunoblottingque caracteriza el LOS mediante el empleo de
anticuerpos policlonales y monoclonales frente eel@a virulenta H54 del serotipo 2.
La ventaja de este método reside en que en el lHD&@ que se alojan determinantes
antigénicos especificos de cada cepa, lo que pesd#ar bastante util en los estudios

de caracter epidemioldgico (Zuckedral, 1994).

3.5.b.3. METODOS MOLECULARES

3.5.b.3.1. PCR basada en la secuencia del ARN 16S

Se ha utilizado la secuencia del ARNr 16S paraetaatr oligonucledtidos que
amplificaban de forma especifica un producto de @2%EnH. parasuis mientras que
en otras especies relacionadas cé&mpleuropneumoniae, P. multocida, A. porcinus, A.
minor o A. suis el resultado fue negativo (Oliveiet al., 2001). En el caso dA.
indolicus solamente se detecta una banda de amplificacidih &ste sistema de PCR

resulta adecuado para la identificacionHlgparasuistanto en cultivo puro como para
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su deteccién en muestras clinicas. Puede utilizdesrma alternativa a los métodos
bioquimicos y resulta mas especifico que éstoa dpteccidn del. parasuis

3.5.b.3.2. Sistema de identificacién DIPTAR

De la Puentet al. (2001) desarrollaron un sistema de identificacddmartir de
una reaccion de PCR para el gdapA con cebadores comunesHa parasuis, A.
pleuropneumoniagy A. suis, que hibridaban en zonas homodlogas. El producto de
amplificacion obtenido pand. parasuisfue de 1,9 kb, mientras que alcanzo 2,7 kb para
las otras dos bacterias. La causa de la variagtiibaba en que el oligonucleétido se

anillaba dentro del getbhpA en diferentes lugares para las tres especies.

3.5.b.3.3. Hibridacion en placaOlfgonucleotide-Specific Capture Plate
Hybridization Assay, OSCPBH

Calsamigliaet al. (1959) desarrollaron un sistema de hibridaciontuzapen
placa para la deteccion de manera rapida, espegiBensible del. parasuisa partir de
muestras de secreciones nasales. El método seebdaamplificacion del ARNr 16S
con oligonucleétidos universales. Durante la PCR,amplicon se marca con
digoxigenina (dig-11-dUTP) y los oligonucleotidogegcontienen las secuenciasHie
parasuisespecificas del ARNr 16S se marcan con biotin@ ynsuban en placas de
ELISA cubiertas con estreptavidina. Después desdaaion de PCR, el producto de
amplificacion marcado con digoxigenina es capturadid forma especifica, por la
sonda. Posteriormente, se aflade a los pocillooonjugado marcado con peroxidasa
anti-digoxigenina. La reaccion se revela a 405 mexliante la adicion del sustrato y no
se han demostrado reacciones cruzadas con otrasiessfpbacterianas relacionadas,

residentes habituales del tracto respiratorio.
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3.6. Interacciones dé. parasuiscon otros microorganismos.
Complejo Respiratorio Porcino

La explotacion intensiva ha cambiado sustancialeéd patrones patolégicos
de muchas especies. En el ganado porcino, por kjemipersos agentes patdogenos
considerados secundarios se asocian con otrog(iaacy virus fundamentalmente) y
dan lugar a complejos etiolégicos que se traduceprecesos que comprometen la
salud de los animales y son causa de pérdidas mdmas) importantes. EI Complejo
Respiratorio Porcino es, probablemente, el megmpjo de este tipo de asociaciones y
H. parasuisse convierte en un candidato permanente en laiagg@mt con otras

bacterias y virus.

3.6.a. Interaccion entreH. parasuisy Streptococcus suis

Los dos son colonizadores tempranos del tractoireéspo superior y se
transmiten verticalmente de las hembras a los heoen el momento del parto o
durante las primeras horas después del nacimiehtmmienzo de ambas patologias se
asocia con la desaparicién de los anticuerpos nedésry con el porcentaje de lechones
colonizados durante el destete. Aunque esta caidiec se observa muy
frecuentemente, no se dispone de informacion slabieteraccion directa entre estos
microorganismos. Las condiciones ambientales yetpuesta inmune frente a estos
agentes parecen ser los factores relacionadosstarc@nfeccion en el destete (Lats
al., 2007).

3.6.b. Interaccion entreH. parasuisy el virus de la enfermedad de Aujeszky

Narita et al. (1994) describieron dicha coinfeccion en cerdosmbbs por
cesarea, privados de calostro. Los cerdos con amfeggiones presentaban recuentos
menores de lo habitual de macréfagos y mayoresdediilos en el fluido obtenido a
partir del lavado broncoalveolar. Ademas, en lagapsias se observd una neumonia
purulenta grave y se aiskh. parasuisen cultivo puro de los pulmones. La coinfeccién
del virus de Aujeszky yH. parasuis en el pulmon se confirmé mediante

inmunohistoquimica.
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3.6.c. Interaccion entreH. parasuisy Bordetella bronchiseptica

Brockmeieret al. (2004) evaluaron la influencia de infecciones msvionB.
bronchisepticaen la colonizacion de la cavidad nasal pomparasuis Los resultados
demostraron que la exposiciorBa bronchisepticaaumenta la colonizacién del tracto
respiratorio superior por parte #e parasuis Ain no se han descrito las interacciones

entre estos dos patdégenos.

3.6.d. Interaccion entreH. parasuis y el virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRS)

La interaccion entre el virus del PRR$lyparasuises una de las asociaciones
mas comunes y evidentes en las granjas que suR&ERen el destete. En ellas se
observa una incidencia mas alta de cerdos consigliticos y lesiones caracteristicas
de la infeccion poH. parasuis Solanoet al. (1997) fueron los primeros en tratar de
reproducir experimentalmente la interaccidrvivo entre estos dos patdogenos y aunque
la mortalidad aumenté en cerdos infectados con amanfeccion con PRRS seguida
de H. parasuisno agravé la poliserositis, en comparacion corgrelpo inoculado

solamente cohl. parasuis

Estudios posteriores sobre el efecto de la infecpidr PRRS, una vez que el
sistema inmune ha eliminadd. parasuismediante los macrofagos alveolares porcinos,
demostraron que dél. parasuis no resulté afectado en los lechones que fueron
expuestos al virus durante periodos cortos. Sinaegah en etapas posteriores a la
infeccidn, los cerdos infectados por PRRS mostraln@a capacidad disminuida de

eliminarH. parasuis con afectacion del estallido respiratorio eralgokcitosis.

3.7. Prevencion, control y erradicacion de la enéstad

3.7.a. Prevencion

Los programas de prevencion pueden estar basaddepleo de vacunas y/o
antibioticos; no obstante, es importante practitarmas de manejo adecuadas que
reduzcan los agentes patdgenos respiratorios. Estas se incluyen, por ejemplo, el
manejo sanitario correcto a fin de controlar gbflde animales para evitar la mezcla en
todas las fases de produccion, el control de lapéeatura de las salas, evitar el
hacinamiento y todas las operaciones que conlléxgoroduccion de estrés, evitar

corrientes de aire, restringir en todo momentocekso de personas y vehiculos ajenos
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a la explotacioén, controlar que cada lechdn reddbhandxima cantidad de calostro
posible y proporcionar una buena higiene dentriasisalas de parto.

3.7.b. Vacunacion
3.7.b.1. Bacterinas

Los primeros estudios que describieron el uso dgebnas deH. parasuis
fueron desarrollados por Smart y Miniats (1989% tapas dél. parasuisincluidas en
el producto se inactivaron mediante formol y cordguzante se utilizé hidréxido de
aluminio. Se probaron varias bacterinas y cuandwragucia la infeccién experimental
con la cepa homodloga se observdé que los animalesinizados mantenian la
temperatura corporal normal, asi como el apetita gctividad, mientras que los no
inmunizados y solo infectados mostraban signoscoénde la enfermedad en un tiempo
de 3 a 5 dias después del desafio. En este miaupo ¢Miniatset al, 1991), con el
mismo protocolo, se demostré posteriormente quedodos vacunados desarrollaban
inmunidad protectora contra la infeccion pgér parasuis independientemente de la
edad de los animales. Se encontr6 ademéas unandiferen la inmunidad protectora
dependiendo de la cepa He parasuis por lo que se especul6 con una posible relacion

entre virulencia e inmunidad.

Posteriormente, Tahakahaghial. (2001) utilizaron bacterinas que contenian los
serotipos 2 y 5, formuladas con hidréxido de alumicomo adyuvante. Realizaron
varias pruebas con diversas combinaciones de ampla que habian sido vacunados
los animales y con la cepa con la que fueron dedadi Observaron que ninguno de los
cerdos vacunados con la bacterina bivalente (petR y 5), que habian sido
desafiados independientemente con los serotipo$,2ntostraba signos clinicos de la
enfermedad de Glasser. Ademas, los cerdos inmwszadn el serotipo 2 se
encontraban protegidos contra el desafio con la hemoéloga; sin embargo, cuando el
desafio se producia con el serotipo 5, el 75% sledodos mostraba signos clinicos de
la enfermedad, mientras que cuando se inmunizabaetaerotipo 5, la bacterina
protegia frente al serotipo homélogo, pero no &ealt serotipo 2. Estos resultados
indicaban que la inmunidad inducida mediante irm@dh era especifica de cada

serotipo.
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Rapp-Gabrielsoret al. (1992) inmunizaron cerdos privados de calostro con
bacterinas de los serotipos 2, 4, 5, 12, 13 y d¢,nhas prevalentes en América del
Norte y demostraron que el serotipo 5 protegiatdérenla infeccion por el serotipo 4
pero no al contrario; sin embargo, el serotipo &@qgia frente al 2, 12 y 13, pero no

siempre; en definitiva, se traté de resultadossesnante concluyentes.

Estudios llevados a cabo por Bak y Riisin (2002npmbaron la proteccion
heter6loga de una bacterina del serotipo 5 frentesaserotipos 1, 12, 13 y 14,
considerando como factor determinante la edad sleatomales vacunados. Nuestro
grupo de investigacion (Martin de la Fuemteal, 2009) ha puesto de manifiesto
igualmente que la inmunizacién con una bacterihaat®tipo 5 (cepa Nagasaki) resulta

eficaz frente a la infeccion con el serotipo horgélo

3.7.b.2. Vacunas recombinantes

Son vacunas obtenidas utilizando la tecnologid@& recombinante en alguna
etapa de su produccidon, en la que se aislan y rcltos genes que codifican las
proteinas inmunogenas y se introducen mediantécté&cde ingenieria genética en un
hospedador alternativo no patdgeno (bacteriasdieaa o células de mamiferos), que
las producen en gran cantidad en el laboratorita €snica se utilizd por primera vez
en 1986, con la produccion de un antigeno del vdesla hepatitis B dentro de
levaduras. La principal ventaja de estas vacunsisleeen que ofrecen una mayor
seguridad al no tener que inocularse el microosyani entero, sino solo las partes
necesarias del agente, que estimulan una respoesiae protectora.

Diversas proteinas de membrana externaHdgarasuisse han considerado
buenos inmunogenos candidatos (Reiizal, 2001). Tadjineet al. (2004) llevaron a
cabo estudios a partir de una proteina de la merakgaterna de 35 kDa denominada
OmpA y la recombinaron eB. coli, demostrando que era un buen antigeno, comudn a
los serotipos 4 y 5. Las OMP recombinantes de obasterias Gram negativas
relacionadas, como puede ser el casd®denultocida han sido consideradas buenas

candidatas para el desarrollo de vacunas y coa firagndosticos (Boycet al, 2006).

Estudios sobre el desarrollo de la respuesta innmamerevelado también la
presencia de anticuerpos frente a diversas OMM.dparasuis,pero no frente al

lipopolisacéarido, sugiriendo que estas proteinaslte&n mas inmundégenas que otros
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componentes. Por esta razén, las posibles vacwtasnbinantes basadas en OMP
proporcionarian una proteccién parcial frente alafie conH. parasuis(Martin de la
Fuenteet al.,2009).

3.7.b.3. Vacunas futuras

Para el desarrollo de un buen producto vacunahg®rtante conocer si los
antigenos son expresados durante toda la infeccgwio en una etapa concreta. Una
buena vacuna debe tener la habilidad de bloquesidman paso durante la infeccion y
por eso parece interesante la posibilidad de in@nila composicién de la vacuna,
antigenos implicados en diferentes estadios dddadion. Existen datos que confirman
que los autotransportadores monoméricos y trimeridttaA) de H. parasuis son
antigénicos y se expresanvivo, aunque resultan muy escasosvitro (Olveraet al.,
2009); por ello, una mezcla de VtaA podria protggecialmente a los cerdos frente a

la infeccion.

3.7.c. Tratamiento

En los brotes graves de enfermedad de Glassetjlilmaeion de antibioticos
posee un valor escaso, debiéndose administrar ddisis de los productos mas
convenientes al comienzo del proceso, en cuantoiegamnp a manifestarse signos
clinicos. Se debe tratar la totalidad del grupn,esperar a que manifiesten signos o
sintomas. La mayoria de las cepas son sensilllesitro a la ampicilina,
fluoroquinolonas, cefalosporinas, gentamicina, espemicina y sulfamidas
potenciadas (de la Fuergé al.,2007) Por el contrario, se ha descrito un gran mame

de resistencias a tetraciclinas, eritromicina gdsamida (Méndez- Triget al.,1996).

La tilmicosina se utiliza bastante en el controlakeenfermedades respiratorias
en los ganados bovino y porcino. Se ha demostragetsvidad contra bacterias Gram
negativas asociadas a cuadros respiratorios, ddnmmoultocida, M. haemolytica y A.
pleuropneumoniaeDe Roseet al (2004) determinaron la susceptibilidedvitro a la
tilmicosina en patdgenos respiratorios porcinofeegllosH. parasuis La acumulacion
intracelular de tilmicosina en el punto de la imiéa ofrece un mecanismo Unico de
liberacién del antibidtico, lo que aumenta el nlmnee bacterias ingeridas en los

fagolisosomas, y la produccion de enzimas comodtafasa acida y la 3-glucuronidasa.
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4. Tecnologia del ADN recombinante

La tecnologia del ADN recombinante es el conjurgotétnicas que permiten
aislar un gen de un determinado organismo, paposierior manipulacion e insercion,
en su caso, en otro diferente. De esta maneragamiemo puede producir una proteina
totalmente extrafia. Entre sus aplicaciones, seeatreuprecisamente la producciéon de
grandes cantidades geoteina, como por ejemplo, de proteinas humanasaetidad
suficiente para que puedan ser utilizadas como a@éos (Herbertson, 2004).as
proteinas obtenidas mediante esta técnica se deaomiioteinas recombinantes (ver
apartado anterior)

La tecnologia del ADNecombinante se desarrolla en tres pasos suceslos:
aislamiento degjende interés, sglonaciony expresion, y la produccion a gran escala
del producto de su expresion, es deciptiateinacodificada por el gen. Cada uno de
estos procesos precisa de unas herramientas éspecif

4.1. Preparacion del ADN recombinante

Para llevar a cabo la clonacion es imprescinditalgrhentar y aislar el ADN del
que se parte, sea el ADN genomico total de un esgende interés, el ADN sintetizado
a partir de un molde de ARN por transcripcion iseerel ADN sintetizado por la
reaccion en cadena de la polimerasa o incluso &l Atetizadoin vitro, a partir de
nucleodtidos. Si la fuente de la que se parte @&D&l gendmico, generalmente se corta
con enzimas de restriccion para contar con unalmeéecfragmentos que unir mediante

un vector de clonacion.

Existe un grupo de enzimas con funciones difererdes gran aplicacion en
ingenieria genética. Nos referiremos con mas @esalhs endonucleasas de restriccion,
0 enzimas de restriccion, y a la ADN ligasa, coragdmientas Utiles en el proceso de

clonacion de genes.

- Endonucleasas de restriccidhas endonucleasas son enzimas que cortan el

ADN en secuencias especificas dentro de la moléalitantrario que las exonucleasas,
que digieren las moléculas de ADN por sus extrgntestas enzimas se encuentran en
una amplia variedad de especies bacterianas y ratiofu biolégica consiste en el
reconocimiento y rotura del ADN ajeno que puedeefran en la célula (por ejemplo, el
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ADN procedente de bacteri6fagoBle esta forma, estas endonucleasas restringen el
funcionamiento de los fagos en el interior de laté@a, motivo por el cual
originalmente se les llamé enzimas de restricdfinrADN propio, sin embargo, no es
digerido porque las bacterias cuentan con un mgtengue impide que esto ocurra.
Asi, al conferir la naturaleza este sistema dendefe las bacterias, otorgdo también a
los cientificos un arsenal de enzimas muy especffiza manipular el ADN (Akyuet

al., 2002).

- ADN ligasa La ADN ligasa es una enzima que posee la capacddddrmar
enlaces fosfodiéster en una cadena de ADN rotaepdd unir covalentemente ADNs
de diferentes origenes para constituir moléculbsdais. Existen diversos métodos en
los que se aprovecha la accién de esta enzimdgaradn del fragmento que se desea
clonar con el vector. La seleccion de uno u otrpedee de las caracteristicas de los

extremos de ambas moléculas de ADN.

4.2. \Vectores de clonacion

Los primeros experimentos destinados a prodyciteinas humanas en
microorganismos fallaron porque, a pesar de quepaseguia introducir ejenen la
célula hospedadora que debia fabricgrdeinahumana, en lugar de llevar a cabo este
proceso, la célula o la degradaba o, a medidaajoélulase dividia, sélo una de las
células hijas recibia copia dealen, por lo que su presencia iba diluyéndose
progresivamente. Estos problemas se fueron solaiettiim cuando se descubrié que se

podia recurrir a loplasmidos.

Los plasmidosson moléculas dADN circular que se encuentran en muchas
bacterias y levaduras, y que se caracterizan porque puedeplicaese
independientemente dglenomade la célula. Muchos de ellos contiengenesde
resistencia a antibiéticos, lo que permite distingms célulasque han incorporado el
plasmido, dado que son capaces de crecer en um m@diel antibidtico, a diferencia
de las demas. Loplasmidospermiten introducir elgen de interés en la célula

hospedadora, por lo que actian como vectores (V2808,).

En la actualidad, ademas de los plasmidos, sezartilicomo vectores de

clonacion los siguientes:
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- Bacteriéfagos:Son virus que infectan las bacterias y estan itoiukis, por un
nacleo de ADN o ARN y una cubierta proteica. Todlhgs son incapaces de replicarse
autbnomamente, por lo que necesitan infectar laladéacteriana para poder hacerlo.
Son capaces de transportar fragmentos de hastadGrids de longitud. Dentro de los
fagos mas utilizados como vehiculos molecularedal®acion, se encuentraniel sus
derivados (Chan, 1995).

- Coésmidos:Son vectores hibridos desarrollados por combinagé plasmidos
con el genoma del fago Constan de una molécula de ADN de 5kb que pemagde
resistencia a antibidticos, el origen de replicac@e un plasmido bacteriano, los
extremos cos del ADN del fagoy sitios Unicos de restriccion para la insercié@h d
ADN a clonar. Son capaces de transportar fragmet¢osiasta 50 kb de longitud.
(Masaiet al, 2002).

- Fagémidos Son vectores compuestos por un plasmido al qude ska
incorporado el origen de replicacion de un faganfiéntoso (fagos de acido
desoxirribonucleico ADN monocatenario), tales caghéago M13 6 F1. De este modo,
mantiene todas las utilidades de los plasmidos peemas posee la capacidad de

producir ADN monocatenario.

- "Cromosomas artificiales" de levadurAdemas de los vectores anteriormente

mencionados, existe otro tipo que permite clonbrdsede ADN de gran tamafio, que se
conocen como cromosomas artificiales de levaduraC(Ydel inglés yeast artificial
chromosomy. Este tipo de vector es capaz de replicarse Enhaspedador
Saccharomyces cerevisigesu estructura es semejante a la de los cromasdméas
levaduras normales (Chatal.,2002).
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Figura 1.7. Esquema de obtencién proteinas recombinantes.
(www.medicalbiochemistry.com)

4.3. Métodos de transformacion celular

Una vez obtenido el ADN recombinante, el siguigraso es introducirlo dentro
de una célula hospedadora que le ofrezca la maiuin@ecesaria para su
autorreplicacion. Existen diferentes métodos p#satlo a cabo: electroporacion,
transfeccion mediada por calcio-fosforo o DEAE-d&xd (dietil-amino etil-dextrano),
empleo de polibreno, fusion de protoplastos, empleoliposomas, microinyeccion

directa al nucleo, uso de virus y otros.

Se diferencian tres tipos de células hospedadtaadacteriasias levadurasy
ciertas células eucariotas como las lineas cetuldeevadas de algin mamifero. Cada
uno de estos tipos celulares cuenta con ventajasomvenientes. Labacteriasse
caracterizan porgue su material genético es muplsjrsuelen crecer muy rapido y las
condiciones de crecimiento son bastante sengid&®, poseen como inconveniente que
no llevan a cabo algunas de las modificacionessfuealizan las células eucariotas en
las proteinas, por ejemplo, la glicosilacion. leasdurasy las lineas celulares son mas
complicadas, especialmente estas ultimas, porqueeten tan rapido y suelen ser mas
dificiles de tratar (Beitzinger, 2007). No obstarte ventaja consiste en que ambos

sistemas pueden llevar a cabo modificaciones casiddscritas anteriormente.

4.4, Métodos para analizar clones

Un paso importante en el proceso de clonacion etefdificacion de los clones
gue contienen el ADN recombinante. Aun en las negja@ondiciones, los plasmidos se
mantienen de forma estable s6lo en una minoriaadpoblacion bacteriana. Para

identificar estos transformantes se emplean vanét®dos.
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La hibridacion molecular es uno de los pilares demayor parte de las
metodologias que se utilizan en Biologia Molecular. grupo de estas técnicas se ha
disefiado para identificar determinadas secuencrasloe acidos nucleicos. La
hibridacion se refiere al apareamiento especifice gcurre entre cadenas de acidos
nucleicos con secuencias complementarias, procesoeg analogo a la reaccion
antigeno-anticuerpo, pero con la diferencia de goela hibridacién en lugar de
anticuerpos se emplean sondas. Las sondas sonefmgmgncortos de ADN o ARN
sintetizadosn vitro, que se marcan con sustancias radiactivas flueméss o de otro
tipo, a fin de hacer posible su deteccion postsggiale esta manera, la identificacion de

la secuencia de ADN o ARN de interés.

A continuacion, se sefialan diferentes procedimgd#laboratorio que utilizan
el principio de hibridacion, en los que la variacidene dada por el tipo de acido
nucleico utilizado, el soporte en que se llevalada hibridacion y la forma de colocar

los acidos en la membrana.

- Southern blatEs una técnica empleada para detectar secuarspasificas de
ADN. Para llevar a cabo hibridaciones de este spaisla el ADN de un tejido o linea
celular, luego se purifica y se digiere con enzindasrestriccion especificas. Los
fragmentos generados se separan mediante eleesfgrdespués son transferidos a la
membrana que sirve de soporte (gel de agaros&) pEsteso se lleva a cabo colocando
el gel de agarosa sobre un papel filtro previaméni®medecido en una solucion de
transferencia (solucion salina concentrada). Ainoation, se sitia la membrana sobre
el gel y encima de ésta varias capas de papeltaedieco. Por capilaridad, la solucion
de transferencia es atraida hacia el de papeltde firrastrando consigo al ADN hacia
la membrana, donde queda inmovilizado, conservéadoisma posicion relativa que
ocupaba en el gel. Luego, el ADN puede ser hibadam la membrana con una sonda

marcada.

Debido a que la transferencia del ADN del gel ankembrana se produce por
capilaridad, con el mismo principio utilizado duearafios para limpiar manchas con
papel secante, el proceso se conoce en inglés olattiog. Southern propuso utilizar el
término blot (secado) dlotting para referirse a esta técnica y actualmente seceon

comoSouthern blo{Mercado y Gamba, 1997).
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- Northern blot Es una variante del método anterior, en la queugar|de
utilizar ADN como sustrato de estudio, se empledNARI procedimiento que se sigue
es similar al deSouthern blo por analogia con éste se le conoce cblohern blot
Esta técnica se ha aplicado en estudios de la e@duol de la sintesis de IL-6, en el
analisis de expresion de receptores que parti@pda sintesis de moléculas en cultivos
celulares, en analisis de mutaciones y alteracial@sARNmM de enzimas, y en la
regulacion de la expresion génica de marcadoregaulares de células leucémicas

humanas y moléculas de reconocimiento inmunolégico.

- Western blatNo es un método de andlisis directo de los aadioteicos, sino
del producto de la expresiéon de los genes, o selasdoroteinas. Aunque difiere de los
anteriores en cuanto a que no existe hibridaciomg gue la identificacion de las
proteinas se realiza con anticuerpos marcados, &etiame el principio de la
transferencia a la membrana que sirve de sopostenar a la electroforesis y previo a

la identificacion (Mercado y Gamba, 1997).

- Dot blot y slot blot Su procedimiento es similar ldbrthern,con la diferencia

de que el ARN no es sometido a electroforesis guese situa directamente sobre la
membrana. Este tipo de analisis requiere un maddei@ado a succion con vacio para
colocar el ARN que puede producir circulos o puidias blo) o hendidurass{ot blo.
Este tipo de prueba resulta muy Gtil cuando sergustudiar gran nimero de muestras,
pero presenta la limitacion de no ofrecer inforrda@obre el tamafo de las bandas del
ARN hibridado (Correa-Rotter y Gamba, 1997)

4.5, Campos de aplicacion de la tecnologia del A&ddmbinante

Uno de los principales objetivos de la Ingenieren@&ica ha sido la produccién
de grandes cantidades de proteinas, que podrialitaredificiles de obtener a partir de
sus fuentes naturales, bien porque son producidésja concentracién por la célula o
porque su manipulacion resulta demasiado pelig(Bsdter y Freifelder, 1983). La
importancia de obtener tales proteinas por est&stigba, entre otros aspectos, en su
bajo costo de produccion.

- Aplicaciones médicasLa produccion de proteinas sintetizadas mediante

ingenieria genética reviste utilidad médica de graportancia en el caso de la

produccion de somatostatina, insulina o de la haentel crecimiento. Se han llevado a
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cabo interesantes avances con el maiz y la sojagigaicos para producir anticuerpos
monoclonales para uso médico y también puede s@bleda utilizacion de plantas
desarrolladas mediante ingenieria genética padupitovacunas orales (Prescettal.,
2006).

- Aplicaciones industrialesEntre otras aplicaciones del ADN recombinante se

encuentra la fabricacion de productos proteicdgaido bacterias, hongos y células de
mamiferos cultivadas como verdaderas factorias.doia beneficiaria de estas técnicas

es la industria farmacedutica.

- Aplicaciones en AgriculturaSe puede, mediante el ADN recombinante,

transferir directamente las caracteristicas dessabhnimales y plantas. Asi, se pueden
aumentar tasas de crecimiento y la produccién gldbaroteinas de los animales de
granja. Se ha invertido también un esfuerzo corslide en la transferencia a otras

plantas de cultivo, de las capacidades fijadorasitdegeno de las bacterias asociadas a
las leguminosas pero, por ahora, las células re@pno han sido capaces de fijar el
nitrogeno. Las investigaciones en el campo de laicAljura que mas éxito han

obtenido son las relacionadas con el desarrollplaietas resistentes a las condiciones

ambientales adversas.

4.6. Proteinas recombinantes

En los ultimos afios han sido publicados diversdadess focalizados a la
optimizacién de la produccién a gran escala deepras recombinantes (proteinas
producidas en el laboratorio mediante ingenierigétiea, en células distintas a las que
se sintetizan en la naturaleza) para uso médiderinario e industrial. Aunque se han
producido en células de mamiferos, insectos y lenzes la bacteri&. coli continta
siendo el microorganismo mas empleado para la siprede genes heterélogos o
recombinantes (Wat al.,2006).

Muchas proteinas heterdlogas expresadas intragekde enE. coli se
sintetizan rutinariamente con niveles superiores58b del total de proteinas celulares
producidas en esta bacteria, a menudo en formgreégados insolubles intracelulares,
llamados cuerpos de inclusion. Los cuerpos de simuestan determinados por una

combinacion de factores relativos a la velocidad pegamiento y agregacion,
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solubilidad de la proteina, estabilidad termodirémy plegamiento intermedio, asi

como por la susceptibilidad a la degradacion piitiiem e interaccidon con chaperonas.

Al elegir un sistema de expresion de proteinasméauantes para incrementar
sus niveles de produccién, deben tenerse en cmemthos factores. Estos incluyen
caracteristicas del crecimiento celular, niveleexigresion, intracelular y extracelular,
modificaciones post-traducionales, actividad bialagde la proteina de interés, asi
como caracteristicas especiales en el caso dedaquion de proteinas terapéuticas.
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5. Identificacion de proteinas

En los ultimos afios, el gran avance tecnologicanaulsado el desarrollo de
estrategias, como la Gendmica, ProteOmica o Matab@jue permiten analizar los
problemas bioldgicos desde un punto de vista glelalegrado. Asi, el desarrollo de la
Gendmica ha supuesto la identificacion y anotad@émuna gran cantidad de genomas,
tanto de eucariotas, como de procariotas. La Rrotedaborda el estudio global de las
proteinas codificadas por estos genes, desde faegde vista funcional, estructural y
de su relacién con otras macromoléculas de laaéé hecho, se define como el
estudio del proteoma, entendido como el conjuntprdéeinas que se expresan en una
célula en un momento determinado y bajo unas cmmdis ambientales definidas. El
hecho de que las proteinas sean las moléculasglmaibente activas, con distintas
actividades enzimaticas, estructurales o regukdodonvierte en indispensable su
estudio directo, ya que del estudio de los geneslag codifican no puede obtenerse

toda la informacion necesaria (Mendoza-Vargal.,2009).

A diferencia del genoma, el proteoma es dinamica, qge una misma
informacion genética puede dar lugar a distintatgmmas segun las condiciones de
crecimiento o los procesos de diferenciacion llesad cabo por las células. Ademas,
cada gen puede originar varias formas proteicaginsel procesamiento del ARNm y
las modificaciones post-traducionales que hayaidgufiPor lo tanto, el numero de
proteinas posibles de un proteoma es mucho mayerejinimero de genes que

contiene.

Los estudios protedmicos se basan fundamentalneenti®ds tipos de técnicas:
de separacion y de identificacion de proteinastideate las técnicas de separacion de
proteinas, las dos mas utilizadas y con mayor pdderesolucion para el estudio de
mezclas proteicas complejas son la electroforesimerntsional en geles de

poliacrilamida y la cromatografia multidimensional.

5.1. Estrategias de identificacion de proteinas

La espectrometria de masas (MS), por su rapidesjlskdad y facilidad de
automatizacion, ha desplazado a otras técnicadeidificacion de proteinas como la
secuenciacion amino terminal. El primer paso paraéntificacion de proteinas es su

digestion enzimatica, habitualmente realizada cpsiba. El analisis mediante MS de
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los péptidos obtenidos de dicha digestion perraitda mayoria de las ocasiones, llegar
a su identificacién (Clockie, 2008). La identific@t de proteinas separadas mediante
geles, uni o bidimensionales, se suele realizarianezlla huella peptidica. Se basa en
que, tras la digestion de una proteina con tripsi@abtiene un conjunto de péptidos de
tamanos determinados por su secuencia de aminsacjde la caracteriza como si de
una huella se tratase (debido a que la tripsinta cespecificamente después de los

aminoacidos lisina y arginina).

La comparacion del espectro de masas obtenido étasandlisis por
espectrometria de los péptidos del digerido trptimediante distintas herramientas
bioinforméticas, con todos los espectros obteniiwdas digestiones tedricas de las
secuencias proteicas depositadas en las basestale parmite en muchos casos la
identificacion proteica. Se trata de un método dencfacil de automatizar, por lo que
es la técnica de eleccion en aquellos casos emgues se trabaja con genomas

secuenciados y anotados en bases de datos.
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Figura 1.8. Esquema de los pasos en una identificacion peofeiww.newtehcnicsproteomig.
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5.2. Inmunoprotedémica

Es un término utilizado habitualmente para descebestudio de las proteinas
involucradas en la respuesta inmune. Consiste eledificacion de aquellas proteinas
que se expresan tras el desencadenamiento de gmeesta inmune inducida por un
patdogeno en un hospedador susceptible. En la mdalla inmunoprotedmica esta
siendo de gran utilidad para examinar la respUestie a las infecciones. El principal
objetivo en toda esta clase de estudios ha sidesslubrimiento de nuevos marcadores
0 antigenos que puedan ser utilizadas como caondidat el desarrollo potencial de

vacunas Yy en la identificacion de factores de gimaia.

La identificacion de proteinas inmundégenas mediam& combinacion entre
geles de dos dimensionesnemunoblottingha sido llevada a cabo en bacterias como
Streptococcus pyogenéghanget al, 2008),Borrelia garinii (Teixeira-Gomest al,
1997),Neisseria meningiditigHsu et al, 2008) oFrancisella tularensigHavlasovaet
al., 2002).

Esta técnica se utiliza mucho con sueros de ansmaiées y después de las
inmunizaciones o infecciones, con el fin de comp#aaexpresion diferencial y asi

poder determinar qué proteinas se expresan emueaelas condiciones.

A n ..1' B 1".# | I___, %y

& - g ~a 'r'r
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Figura 1.9 Ejemplo de geles de dos dimensiones sometidimsnaunoblottingen un momento cero y
después de un tratamiento particular. De esta mameiemos observar diferencias en la expresion de

algunas proteinas y la aparicion de otras nueRascéllet al,2004).
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Planteamiento y Objetivos

En la actualidad, la enfermedad de Glasser, repi@san determinante
econdémico importante en las explotaciones porciBasel pasado, esta enfermedad se
diagnosticaba esporadicamente y se asociaba acaomel de estrés, pero hoy en dia su
prevalencia ha aumentado sustancialmente juntol@otel resto de enfermedades
respiratorias porcinas, integradas o independiesniéandel Complejo Respiratorio
Porcino. En un sistema de produccién intensivagngermedad de Glasser se ve
favorecida por las condiciones a las que son sdogtios animales: hacinamiento,
transporte 0 manejo en circunstancias extremas, kEtcque agrava la situacion de

estrés, a lo que ademas se suma en ocasiones antalen la virulencia del agente.

El control de la enfermedad causada pdr parasuis se lleva a cabo,
principalmente, mediante el uso de bacterinas cdales que poseen una eficacia
limitada, vinculada al serotipo. La necesidad da uacuna eficaz parece clara, sobre
todo si se desea reducir el uso de antibidticopreduccion animal y, por tanto, la
aparicion de las resistencias consecuentes a l&acitin indiscriminada, entre otros

inconvenientes.

Para lograr productos mas eficaces en la inmuminage necesita un
conocimiento mejor tanto de los factores de vircierde H. parasuiscomo de la
respuesta del hospedador. Asi, por ejemplo, se gabdas proteinas receptoras de
hierro desempeiian un papel fundamental en la idiecga que el hierro disponible en
el hospedador resulta insuficiente para los requenitos de cualquier bacteria y de
ésta, en particular, con el fin de abastacer suesiades en funciones basicas, tales
como el crecimiento o la multiplicacion. Estudiose\pos llevados a cabo coA.
pleuropneumoniagBalteset al, 2003) hacen suponer que estas proteinas sentrerue
estrechamente relacionadas con la patogenicida yepresenten, por tanto, dianas de
interés como potenciales moléculas candidatas sdra#lo de un producto vacunal

eficaz frente a la enfermedad de Glasser.

Esta Tesis Doctoral se plantea como continuacioastiedios anteriores (de la
Puenteet al, 2003; del Rioet al, 2004; Martin de la Fuentet al, 2008), para
profundizar en la caracterizaciéon de las proteheaeptoras del hierro y su posible
caracter inmunégeno en el hospedador natural,casd con el propdésito de contribuir
al esclarecimiento de los mecanismos de la patsger® la enfermedad y de la

respuesta inmune del cerdo frente a la infeccigrHp@arasuis
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OBJETIVOS:

En relacion con el planteamiento anterior, se hafinido los siguientes

objetivos generales en esta Tesis Doctoral:

1. Produccion de una proteina recombinante TbpA paratidizacion como
antigeno. Para ello es necesario llevar a cabetkrdinacion de la secuencia genética
del gentbpA que codifica la proteina TbpA del serotipo SHleparasuis llevar a cabo
la expresion y purificacion de una proteina recarabie TbpA (TbpA-r) y valorar su
capacidad antigénica en una estrategia experimesdal conejos, mediante la

produccion de anticuerpos policlonales.

2. Llevar a cabo una prueba experimental en el hosleedaatural de la
enfermedad de Glasser (cerdo), donde probar laicghinmundgena y protectora de
varios antigenos basados en las proteinas imp$icadda captacion y transporte del
hierro frente al desafio con una dosis letal delngay etioldgico. Dicha prueba sera
utilizada ademas, para analizar la diseminaciémdearasuisen el organismo y la
presencia de actividad bactericida en los suerdgsdanimales inmunizados. El estudio

incluye las siguientes determinaciones concretas:

2.1. Determinacion de la respuesta de fase aguda traefdacion
experimental y la consiguiente valoracion de ldugricia de la inmunizacion

previa sobre su tendencia.

2.2.Estudio de la respuesta inmune humoral frentaranianizacién con

diferentes preparados vacunales y el desafio parster

2.3.ldentificacién de las proteinas de union a la fiemisa presentes en
el extracto utilizado como antigeno vacunal, pargrdr su conocimiento

particular y valorar su posible uso en potencitdesulaciones vacunales.

2.4. Estudio inmunoprotedmico en algunos de los gruppsrmentales
de este trabajo, con el fin de determinar sobre mpoéeinas se expresan
anticuerpos (cantidad y calidad) a lo largo delidist y poder identificar, por

tanto, las mas inmunogenas.
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Material y métodos

1. Cepas bacterianas

¢ H. parasuisserotipo 5, cepa de referencia Nagasaki, de laccdn del

Departamento de Sanidad Animal de la Universidadeda.

¢ Escherichia coliTOP 10, del kit de clonacién utilizaddeXpresion kit

Invitrogen).

¢ E. coli LMG 194, para la expresion del producto clonaBapfesion Kkit,

Invitrogen).
2. Medios de cultivo

2.1. Agar chocolate (BioMérieux)

Este medio sélido se utilizd en placas enriquecidmsPolyviteX. Contiene por

litro:

Biopeptona 15,009
Almidon de maiz 1,00 g
Fosfato dipotasico 4,009
Fosfato monopotasico 1,00 g
NacCl 5,009
Hemoglobina 10,00 g
Agar 10,00 g

2.2. Caldo Columbia (Difco)

Se prepara disolviendo 35 g en 1 litro de aguailddaty se esteriliza en el

autoclave a 121°C durante 15 minutos. El medio@stépuesto por:

Peptona 10,00 g
Biopeptona 10,00 g
Extracto de corazén de ternera 3,00 g
NacCl 5,009
Tris HCI 2M 86,00 g
Tris amino metano 0,83 ¢
Carbonato sédico 0,60 g
L- cisteina dihidroclorada 0,10 g
Sulfato de Magnesio 0,10 g
Sulfato ferroso 0,02 g
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2.3. Agar sangre (BioMérieux)

Medio comercial dispensado en placas que contigg@e &olumbia (caldo
Columbia mas 10% de agar) suplementado con un 58ardge de cordero.

2.4, Caldo de Triptona y Soja (TSB, Biolife)

Se prepara, de acuerdo con las instrucciones bietdate, disolviendo 30 g en
1 litro de agua destilada y mediante esteriliza@ob21°C durante 15 minutos en el

autoclave. Dicho medio contiene:

Caseina pancreéatica 17,00 g
NacCl 5,009
Fosfato dipotésico 2,500
Glucosa monohidrato 250¢g
Peptona de soja 2509

2.5, Caldo y agar Luria Bertani (LB, Pronadisa)

En su forma soélida, se afade a la composicién @elionl5 g de agar. El pH
final se ajusta a 7,3 y se esteriliza a 121°C daradb minutos. Dicho medio contiene

por cada litro de agua destilada:

Triptona 10,00 g
NacCl 10,00 g
Extracto de levadura 5,00 g

2.6, Caldo y agar PPLO (Difco)

Para la preparacion del medio solido, se afladeaua litro de medio 15 g de

agar. Se ajusta el pH a 7,6 y se esteriliza a 1dfante 15 minutos.

Dicho medio contiene por cada litro de agua dekila

Extracto de corazdn de ternera 5,00 g
Triptona 10,00 g
NacCl 5,009
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2.7. Medio de congelaciéon

Las cepas bacterianas se mantienen a -80°C emedie de congelacion, que se
esteriliza a 110°C durante 10 minutos repartienégd en alicuotas de 1 ml. Para un
volumen de 400 ml se afade:

Leche descremada 20,00 g
Triptona 10,00 g
Glicerol 80,00 ml

3. Antibibticos y suplementos

3.1. Ampicilina

Se prepara una solucién stock, a una concentrag@00 mg/ml de ampicilina
(Sigma), en agua destilada. La esterilizacion eealla cabo mediante filtracion en
filtros de 0,22 um (Millipore).

3.2. Isovitalex

Una vez resuspendido, se esteriliza por filtracaom filtros de 0,22 pum

(Millipore) y se reparte en pequefios volimenesyatas). Por cada 100 ml de agua su
composicion es la siguiente:

Glucosa 1,009

NAD 0,10g

L- cis HCI 2,60 g

L- cis dihidroclorhidrico 0,10¢g

Glicina 10,00 g
3.3. Glucosa

Se prepara una solucion stock de glucosa (Sigma)%l en agua destilada, se
esterilizaba con filtros de 0,22 um (Millipore)  sonservaba a 4°C hasta su uso.

3.4_NAD

Se prepara una solucion stock de 20 mg/ml, questegileza por filtracion con

filtros de 0,22 um (Millipore), se distribuye encalotas y se almacena a -20°C hasta su
utilizacion.
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4. Productos y reactivos

4.1. Extraccion de sobrenadantes ricos en protdmés membrana
externa

4.1.a. Solucién de 2,2 dipiridilo (Sigma)

Se prepara una solucién stock, a una concentr@¢ilol en etanol (Panreac), se
distribuye en alicuotas y se almacena a -20°C.

4.1.b. Deoxicolato sddico (Sigma)

Se prepara una solucién stock a una concentraeildb?f en agua destilada y se
esteriliza por filtracion usando filtros de 0,22 ((iMillipore).

4.1.c. Tamp6nTris HCI 1M, pH 8

Se disuelve 121,1 g de Trizfh@ase (Sigma) en 800 ml de agua destilada, se
ajusta el pH a 8 y se enrasa hasta llegar a umeridinal de 1 litro.

4.1.d. Cloruro sédico 5M

Se disuelven 29,22 g en 100 ml de agua destilada.

4.2. Obtencién de proteinas de fusion

4.2.a. Arabinosa

Se prepara una solucién stock al 20%, disolviendogZ2n 100 ml de agua
destilada.

4.2.b. Tampon de lisis

Para un volumen final de 100 ml de agua destiladaeparaban:

KH,PO, 1 M 0,30 ml
KoHPO, 1 M 4,70 ml
NaCl 400 mM 2,30 ¢
KCIl 100 mM 0,759
Triton X-100 al 0,5% 0,50 ml
Imidazol 10 mM 68,00 mg
Glicerol al 10% 10,00 ml
Inhibidor de proteasas 1,00 mi

A continuacion, se esteriliza con filtros de 0,22 (Millipore).
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4.2.c. Tampon de unién y lavado

Para un volumen final de 100 ml de agua destiladaepara:

NaH,PO, 0,06 g
NacCl 1,70 g
Imidazol 0,07 g

A continuacion, se esteriliza con filtros de 0,22 (Millipore).

4.2.d. Tampon de elucion

Para un volumen final de 100 ml de agua destiladaepara:

NaH,PO, 0,609
NacCl 1,70 g
Imidazol 1,70 g

A continuacion, se esteriliza con filtros de 0,28 (Millipore).

4.3. Obtencién de proteinas de unién a la transéerr

4.3.a. Tampoén PBS

Para un volumen final de 1 litro de agua destilaga,ajusta a pH 7,6 y se

esteriliza a 121°C durante 15 minutos. Se conseA&. Su composicion es:

NacCl 7,650
NaHP O, 0,24 g
KH,POy 0,279

4.3.b. Tampodn de unién
Su pH se ajusta a 8,3. Se filtra y conserva a 4f&fahel momento de su uso.

Para un volumen final de 200 ml de agua destilselafiade:

NaHCG;0,1 M 1,68 g
NaCl0,5M 5,84 ¢

4.3.c. Tampodn de lavado 1

Su pH se ajusta a 4. Para un volumen final de 1D@deragua destilada, se
afiade:

NaCl 0,5 M 2,92 g
CH;COONa 0,1 M 4,03 g

73



Material y Métodos

4.3.d. Tampon de lavado 2

Su pH se ajusta a 8. Para un volumen final de 1Dderagua destilada, se

afade:

Tris HCI 0,1 M 1,57 g
NaCl 0,5 M 2,92 g

4.3.e. Tampon de bloqueo

Se prepara para el blogueo una solucién Tris HCM), disolviendo en 100 mi
de agua destilada 1,21 g de Tris HCl y ajustandat-sa 8.

4.3.f. Tampoén Tris HCI

Para la preparacién de una solucién de Tris HCI,1sdldisuelven 7,89 g de
TrisHCIl en 50 ml de agua destilada, se ajusta eh@Hy se filtra, antes de almacenar a

4°C hasta su uso.

4.3.9g. Tampodn de elucién

Consiste en una solucién de guanidina hidrocloitad2M. Para su obtencion,

se disuelven 38,21 g en 200 ml, se filtra y se eéma a 4°C.

4.4, Valoracion de la concentracion de proteina tot

Para valorar la concentracion proteica se utilizinéodo Bradford (Bradford,
1976). El reactivo estd compuesto por azul de Cesimametanol y acido fosférico
(Dye reagent concentratBiorad). La reaccién se basa en el principio de gue
colorante se une de forma especifica a las pratedieatal forma que en presencia de la
solucion acida, su absorbancia vira de 465 a 595 Pana la preparacion de los
estandares con concentraciones conocidas se Udiledaimina sérica bovina (Sigma),
gue permite la elaboracién de una recta patron.

74



Material y métodos

4.5, Electroforesis en gel de agarosa

4.5.a. Tampon de carga 6X

La composicion por 100 ml de agua libre de ADNaskeiguiente:

Azul de bromofenol al 0,25% 0,25¢
Xilencioanol al 0,25% 0,25¢
Sacarosa al 40% 40,00 g

4.5.b. Tampo6n Tris- Borato-EDTA 5X (TBE)

Este tampdn se prepara al 5X, pero se emplea dilkuiceces en agua destilada
(1X). Tras su preparacion, se conserva a 4°C. $pasicion por cada litro de agua

destilada es la siguiente:

Trizmd” base 54,00 g
Acido bdrico 27,50 g
EDTA 0,5M pH 8 2,00 ml

4.5.c. Tampon Tris EDTA

Este tampdn contiene por cada litro de agua déatila

Trizma® base 10 mM 1,219
EDTA 1 mM pH 8 042 g
4.6. ELISA

4.6.a. Tampon fosfato

Se disuelven las cuatro sales que figuran a catioo en 800 ml de agua

destilada y se ajusta el pH a 7,2, antes de ennas#a 1 litro con agua destilada.

NaHPO, 1,15 g
NaHPO, 0,20 g
NaCl 8,18 g
KCl 0,20 g
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4.6.b. Tampon carbonato

Se disuelven las sales enumeradas en 100 ml dedagtikada, se ajusta el pH a

9,6 con HCI 1M, y se enrasa hasta un volumen éie200 ml con agua destilada.

Na,COs 3,18 g
NaHCG; 5,860
NaNs 0,40 ¢

4.6.c. Tampon de lavado

Se afiade lentamente Tween-20 (Sigma) al tampdnatéoshasta una
concentracion final del 0,05%.

4.6.d. Tampodn de bloqueo

Se prepara afiadiendo al tampoén de lavado, suermdbdetal hasta una

concentracion final del 5%.

4.6.e. Tampon de dilucion del conjugado

Se prepara afiadiendo al tampon de lavado, albusdériea bovina (Sigma),
hasta una concentracion final del 0,1%.

4.6.f. Sustrato TMB (3,3,5, 5- tetrametilbenzidina)

Se prepara disolviendo 100 mg de TMB (Sigma) en nl0de DMSO
(dimetilsulfoxido, Sigma), hasta una concentracfimal 42 mM. Se conserva a

temperatura ambiente, protegido de la luz.

4.7. SDS-PAGE. Electroforesis

Se utilizan geles de poliacrilamida (solucion ab@@e acrilamida + 1% de
bisacrilamida, Sigma), a una concentracion del 3% gl gel concentrador y del 12%
para el gel separador. Para la preparacion deeles g el desarrollo de la electroforesis

son necesarios:
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Agua destilada 3,00 mi
Trizma®base pH 8,8;1,5 M 2,50 ml
SDS al 10% 100 pl
Solucion de 4,00 ml
acrilamida/bisacrilamida
Persulfato amonico al 10% 100 pl
TEMED 4l
4.7.b. Gel concentrador
Agua destilada 1,40 mi
Trizma®base pH 6,8;0,5 M 0,30 ml
SDS al 10% 20 pl
Solucion 0,60 ml
acrilamida/bisacrilamida
Persulfato aménico al 10% 20 pl
TEMED 2 ul

4.7.c. Tampoén de electroforesis 5X

Se afaden lentamente los diferentes compuestosntrase se calienta
suavemente hasta su disolucion total. La conceatrate uso es de 1X. La solucion

stock se conserva a 4°C. Su composicion es:

Trizma”® base 25 mM 15,00 g
Glicina pH8,3; 192 mM 72,00 g
SDS al 0,1% 5,009

4.7.d. Tampodn de carga de proteinas

Para un volumen final de 100 ml de agua destiladsiaden:

Trizma”® base 25 mM 0,60 g
SDS 1,00 g
Azul de bromofenol 500¢g

4.8. Tincién de geles (azul de Coomassie)

Se emplea una solucion de tefiido basada en aZDbodeassie y una solucién
de destefiido para visualizar la aparicion de |laslas
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4 .8.a. Solucion de tefido

Para un volumen final de 500 ml se necesita:

Azul de Coomassie al 0,1% 0,50¢
Metanol al 40% 200 ml
Acido acético glacial al 10% 50 ml
Agua destilada 250 ml

4.8.b. Solucion de destefiido

Para un volumen final de 1 litro de se incorpora:

Metanol al 40% 400 ml
Acido acético glacial al 10% 100 ml
Agua destilada 500 mi

4.9. Immunoblotting

4.9.a. Tampon de transferencia

Se prepara concentrado 10X y se utiliza diluiddd b agua destilada con un

70% de metanol. Para un volumen final de 1 litragea destilada se afiaden:

Tris HCI 30,30 g
Glicina 144,40 g

4.9.b. Tamp6n TBS

Se prepara concentrado 10X y se utiliza diluid® ¥ agua destilada. Se ajusta
el pH a 8. Cuando se prepara el tampdén 10X, deditio gran concentracion de los
componentes, debe agitarse la solucion y calensareemente. Para un volumen final

de 1 litro de agua destilada se afiaden:

Tris HCI 30,00 g
NaCl 80,00 g
KCI 2,00 g

4.9.c. Tampon de bloqueo

Se utiliza para el bloqueo de la membrana de milnbmsa. Para un volumen
final de 100 ml se afiaden 10 g de leche descre(Radaadisa) (concentracion final del
10%).

78



Material y métodos

4.9.d. Tampdén TBS-Tween 20 (TTBS)

Se afiade al tampdn TBS 1X una concentracion derm2@al 0,05%.

4.9.e. Revelado de bandas

Para visualizar las bandas de las distintas prmete la muestra, en la
membrana de nitrocelulosa se utilizé la tinciorraje Ponceau (Bjellquist al, 1993).
Brevemente, se prepara una solucién que contiégng de rojo Ponceau en 1 ml de
acido acético glacial y después se enrasa hastal oh agua destilada. Para eliminar
el exceso de colorante de la membrana de nitraseluke practican sucesivos lavados

con solucion salina estéril (0,9 g NaCl/litro deiaglestilada).

4.10. Identificacion de proteinas

4.10.a. Tincién por Coomassie coloidal

El gel se fija con un 50% de etanol y un 2% de@b&idforico durante 3 horas a
temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C. Tuandu este tiempo se efectua tres
lavados de 10 minutos con agua milli Q y se aflad$alucion de tefiido compuesta por
33 ml de agua, 8,5 g de sulfato de amonio, 1,5 enhcido fosférico y 16,5 ml de
metanol. Una vez que el gel se ha incubado, al mmdn@nte una hora en esta solucion,
se afade el azul de Coomassie (0,033 g en 2 mletienol). La tincidn se mantiene
toda la noche a 4°C y al dia siguiente se efecsidaivados oportunos con agua hasta

gue se aprecian bien las bandas proteicas de IstraBjellquistet al., 1993).

4.11. Inmunoprotedmica

4.11.a. Precipitacion tricloroacético/acetona

Para un volumen de 3 ml de muestra se afiade urd&=&eido tricloroacético y
se mantiene en hielo durante 1 hora. Se centrifOgainutos a 13.000 rpm a 4°C y se
elimina el sobrenadante. El pellet se resuspendebem| de acetona y se mantiene toda
la noche a -20°C. Transcurrido este tiempo, serifiegga 10 minutos a 13.000 rpm a
4°C y se elimina el sobrenadante. El pellet sespEude en tampon de rehidratacion

especifico para geles de electroforesis de dosrdiimees (Bjellquiset al, 1993).

79



Material y Métodos

4.11.b. Tampodn de hidratacion

Se compone de tampon de lisis (7 M de urea + 2oMrdéa + 2% CHAPS),
anfolitos y DTT 1 M.

4.11.c. Método “RC DC” de medida de la concentracioproteica

Inicialmente, se traza una recta patron con albarsérica bovina. Se prepara
las muestras hasta 5 pul con 20 pl de agua y arcadstra se afiaden 125 pl del reactivo
comercial I, se agita y se incuba 1 minuto. Se efd@5 pl del reactivo Il, se agita y se
centrifuga a 13.000 rpm a temperatura ambiententir® minutos. Se elimina el
sobrenadante, el pellet se seca al aire y se afldttepl del reactivo |, se agita y se
incuba 1 minuto. Se afiaden 40 ul del reactiveelgita y se centrifuga a 13.000 rpm a
temperatura ambiente durante 5 minutos y se deg.s& lo anterior se le afiaden 127
ul de buffer A y se incuba unos 5 minutos, hasteosapleta disolucion. Se afiade 1 ml
de reactivo B y se incuba a temperatura ambient®senridad. Transcurrido este
tiempo, se mide la absorbancia a 750 nm y se colacencentracion de la muestra

problema mediante la recta patron con albuminaa®&avina kit RC DC,Invitrogen).

4.11.d. Preparacion de geles de dos dimensionesrgpdos geles)

Acrilamida/bis- acrilamida 104,16 mi
Tris 1,5 M, pH 8,8 62,50 mi
Agua milli Q 77,91 mi
SDS al 10% 5,00 ml
TEMED 34,58ul
PSA al 10% 2,50 ml

Esta mezcla se afiade en el polimerizador, se ia@ipopropanol al 30% para
gue el frente de los geles quede lo mas recto lgogike mantiene 1 hora a temperatura
ambiente para comprobar la correcta polimerizacibranscurrido este tiempo, se
elimina el isopropanol, se afiade agua milli Q ynsntiene toda la noche a 4°C
(Bjellquistet al., 1993).

4.11.e. Tampon de equilibrado

Urea 72,00 g
Tris HCI 0,5 M, pH 6,5 20,00 ml
Glicerol 60,00 ml
SDS 4,009
Agua milli Q 120,00 ml
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4.11.f. Tampodn de electroforesis 10X

Tris 30,28 g
Glicina 144,00 g
SDS 10,00 g
Agua milli Q 1000 mi

Para su uso se prepara al 1X.

5. Laboratorios e instalaciones utilizadas

La mayoria de los trabajos experimentales se ezalizen la Unidad de
Microbiologia e Inmunologia, del Departamento dei&sd Animal de la Universidad

de Leon.

Sin embargo, el disefio de la proteina recombindbi@A se realiz6 en el
Departamento de Sanidad Animal de la Universidachi@@aotense de Madrid, mientras
que la produccion de anticuerpos policlonales enejos frente a las proteinas
recombinantes TbpA y ThpB fue llevada a cabo ennstalaciones del Animalario de
la Universidad de Leo6n, al igual que el cuidadoatanimiento de los cerdos privados

de calostro, en los primeros dias de vida.

Las pruebas de inmunizacion e infeccion de losaseptivados de calostro se
llevaron a cabo en una granja experimental amaltmeedida por Laboratorios
SYVA S.A. El estudio anatomopatologico se realizd la Unidad de Anatomia
Patoldgica, del Departamento de Sanidad Animahdéniversidad de Leon. El estudio
de las proteinas de respuesta de fase aguda swidefec el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular, de la Facultad @encias de la Universidad de
Zaragoza, mientras que el estudio de identificad@proteinas e inmunoprotedmica se
llevo a cabo en la Unidad de Proteomica de la Fatule Farmacia de la Universidad

Complutense de Madrid.
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6. Obtencion de la proteina ThpA recombinante

6.1. Cepas vy medios de cultivo

La cepa empleada fue la cepa Nagasaki, de referatai serotipo 5 déd.
parasuis De E. coliempleamos la cepa. coli TOP10 (dentro del kit de clonacion de
células competentes), que sirvié para los prim@mogesos de clonacion, . coli
LMG 194, para la expresiéon del producto clonadan@plasmido se empleé el pBAD/

Thio Fusion Expresion Kit (Invitrogen).

H. parasuisse siembra en placas de agar chocolate (Oxoihuba durante 24
horas a 37°CE. coli TOP10 y LMG194, en medio LB (Luria Bertani, Difco)
suplementado con ampicilina (100 pg/ml, Sigma)aRaoducir la actividad quelante
del hierro se utiliza 2,2 dipiridilo 100 uM (Sigmajue se afiade al 0,025% en un medio
PPLO (Difco) suplementado con NAD (del Rdpal.,2005).

6.2. Extraccién del ADN y amplificacion mediante®C

Para la extraccion del ADN, el crecimiento He parasuisse centrifuga a
3.000 g durante 10 minutos a 4°C vy el pellet obiese lava dos veces con tampén TE
(10 mM Tris- HCI [pH 8,0], 1ImM EDTA) y se lisa emunuevo tampén (0,5 M EDTA
[pH 8.,0], 20% SDS y 50 mg/ndle proteinasa K), incubandose durante 1 hora a. 55°C
Se aflade ADNasa y ARNasa (100 pgRoche) y se incuba durante 20 minutos a
37°C. Las proteinas se eliminan mediante la adideffenol al 0,25% equilibrado en
tampon TE (pH 7,8) y el ADN se purifica mediantpetdas series de adiciones de
cloroformo-isoamilico (24:1) y se precipita conddiciéon de 0,1 volumen de acetato
sédico 3 M (pH 5,2) y de 1 volumen de isopropaltl ADN se lava dos veces en
etanol al 70% vy, tras secar perfectamente, sepesds en agua destilada y se conserva
a -20°C hasta el momento de uso (deldial, 2005).

Para el andlisis cuantitativo y cualitativo del ADd¢ llevdo a cabo una
electroforesis en un gel de agarosa horizontaltddos los casos se emple6é agarosa
comercial (Pronadisa) como matriz separadora, eertraciones que oscilaron entre el
0,8 y el 2%. Las concentraciones menores de aggresaiten la separacion de
fragmentos grandes de ADN, mientras que las mayfa@tan la separacion de

fragmentos pequefios. Para la realizacion de l&releresis, los geles sumergidos en el
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tampon de electroforesis TBE 0,5X se introducenlaan cubetas de electroforesis
(Biorad), suministrando una corriente continua @@ Yoltios. El marcador de peso
molecular utilizado fue el 1 Kkadder (Biotools), a una concentracion de 0,2 mg/ml,
mientras que la tincion de los acidos nucleicosabz6 mediante el agente intercalante
bromuro de etidio (Sigma), afiadido a los gelesgirasa a una concentracion de 0,5

ug/ml. Los geles se fotografiaron mediante un siatdmvideo (Biorad).

Con el ADN extraido se realiz6 una PCR para la ditgtion del gentbpA
utilizando los cebadores ThpAF (5" TGGTGGCTTCTATGIZIAA 3°), disefiado para
esta Tesis Doctoral, y RTC 33 (5° AAGCTTGAAACTAAGATTCTAA 3') (de la
Puente Redondet al.,2003). La mezcla para la reaccion de la PCR cneis 3 ul de
ADN gendmico extraido, 1 U d&aq polimerasa (Roche Diagnostic), 5 pl de 10X
tampon PCR de amplificacion, 1,5 pl de MgClul de cada uno de los cebadores (20
uM), 0,5 ul de dNTPs (25 mM cada uno) y agua aetdilhasta un volumen final de 50
ul. La reaccion se lleva a cabo en un termociclé8ppendorf Mastercycler Gradient),
con un programa de 5 minutos a 94°C, 35 ciclos mkéniito a 94°C, 1 minuto a 50°C, 3

minutos a 72°C vy, por ultimo, 10 minutos a 72°C.

6.3. Extraccion de ADN a partir de geles de agarféEgcion del
fragmento antigénico.

La extraccion del ADN de los geles de agarosaes® la cabo mediante el kit
“Wizard® SV Gel and PCR Clean- Up Systgiromega), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Este sistema esta indicado papuidicacion rapida de cantidades de
fragmentos de ADN superiores a [1@ a partir de geles de agarosa. Se basa en el paso
por columnas especificas que disponen de una maemlda fibra de vidrio con
propiedades de unién selectiva al ADN. El ADN santificO mediante electroforesis
en gel de agarosa por comparacion frente a un dwrocde peso molecular de
concentracién conocida y mediante la medicién dabkorbancia de la muestra a 260

nm, en un espectrofotometro modelo BioPhotometer.

Una vez obtenido el producto de PCR amplificade,dacuenciado en Sacugen
S.L. (Madrid), que utilizaba un capilar “Abi- priSnpara estudiar la secuencia
nucleotidica del gerbpA poder seleccionar un fragmento muy conservaddagn

especies relacionadas y estudiar, a su vez, arasteristicas como la hidrofobicidad.
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La secuencia obtenida se analizé mediante el pragrBLAST (del NCBI) para
comprobar la homologia de las secuencias con |aecies relacionadas y con otras
secuenciaciones del gdbpA También se estudié la secuencia del ¢gwA con
programas informaticos (DNAMAN y PLOSTRUCTURE) gpeporcionan modelos

de prediccion de la estructura secundaria y tescib las proteinas.

Con todo ello, se decidié6 emplear un fragmentoeutadico, comprendido entre
las posiciones 301 y 901 de la secuencia del gedeeir, 600 nucleédtidos o, lo que es
lo mismo, 200 aminoacidos intermedios. A partir eda eleccion se disefaron los
cebadores que amplificaron este fragmento: GIM:-EEETTGGCATTGGATGGG
TTG3") y GIM-R (5° AACCAACCAAGAATCAGATTT 3'). Parda PCR se adoptd
un protocolo normal, pero alargando el tiempo d&eresion a treinta minutos. Se
preparé un gel de agarosa para comprobar la egiatele la banda en cuestion a su
tamafo adecuado, se purificG el producto de la RCGIR secuencid con diferentes
combinaciones de cebadores, para comprobar laadadiel inserto y su colocacién en la

direccioén correcta.

6.4. Clonaje, expresion y solubilizacion del fraagmeeproteico.

Una vez obtenido el fragmento amplificado con leaclores GIM-F y GIM-R,
se llevo a cabo la clonacion. Se eligio el pBAD/TDPhiofusion Expression Kit
(Invitrogen), que utiliza la actividad topoisomexdsdel propio vector. En la PCR, la
enzimaTagpolimerasa afiade adenina a los extremos 5” y Brddlcto de la PCR al
final de cada ciclo, en la fase de extension. Lenexh se unia a la timina del vector
TOPO en el sitio de clonaje multiple. Este vectmmtiene en su extremo N-terminal la
proteina tiorredoxina, que facilita la solubilizatiy posee ademas en su extremo C-
terminal un sitio de reconocimiento para el antippemonoclonal anti-V5, que sirve
para la identificacion de los clones bacterian@ngformados con el vector de
expresion, y seis residuos de histidinas necespacs la purificacion de la proteina

recombinante a través de columnas de afinidadgieeh{del Ricet al.,2005).

A continuacion, se realizo la ligacién en el vec@PO con el ADN vy se llevo
a cabo la transformaciéon &e coli TOP 10. Para la ligacién del ADN con el TOPO, se

realizo la mezcla siguiente: 3 ul del producto @RPpurificado, 1 ul de la solucién

85



Material y Métodos

SALT del kit, 1 pl de agua estéril y 1 ul del veciOPO. Esta mezcla se agitd

vigorosamente durante 5 minutos a temperatura autebfdel Ricet al.,2005).

Para la transformacién quimica se afadio 2 pl adoleacion anterior a un vial
de células competentes y comerciales TOP 10 y #&6. afipdo el proceso debe
trascurrir en hielo para evitar el desarrollo deHa coli TOP 10. A continuacion, se
incuba en hielo 20 minutos, se introduce en un lailina temperatura de 42°C para
provocar el choque térmico e inmediatamente sesfeeiare de nuevo al hielo, se
afaden 250 ul de solucion SOC (medio para el crentm bacteriano) y se agita
durante 1 hora a 37°C. Transcurrido este tiempsjesabra en placas de agar LB con
ampicilina (100 pg/ml. Tras la incubacién toda laclme a 37°C, Unicamente se
desarrollaban las colonias que poseian la conghrupecBAD-Thio-TbpA-V5-His (del
Rioet al.,2005).

Para la comprobacion de la insercion del fragmentda posicion y direccion
adecuadas, se llevo a cabo una PCR con el pfaneard del vector (Trx Seq) y con el
primer reversedel fragmento (GJM-R). Asi se obtiene una bandalamledor de 600

pares de bases de aquellos clones que contienadawccion dentro y bien orientada.

Para la expresion de la proteina se introdujoadmido con la construccién en
E. coli LMG 194. En primer lugar fue necesario inducir petencia para la
transformacién a las bacterias y luego transfomsacbn el plasmido elegido. Para la
preparacion de las células competersiessiguio el siguiente protocolo: se incubd un
precultivo dekE. coliLMG 194 en 5 ml de BHI. Al dia siguiente, se a@adin 300 pl del
precultivo a 300 ml de BHI y se esper6 hasta aajumiltivo alcanzara una densidad
Optica a 600 nm de 0,6. Se enfrid en hielo durdfteminutos y a continuaciéon, se
centrifugd a 4°C y 6.000 rpm durante 10 minutosa mhespués resuspender el pellet
obtenido en 15 ml de Ca{80 mM. Se centrifugd de nuevo en las mismas coonkg,
se afadieron 1,5 ml de CaGl se incub6é durante 3 horas en hielo. Finalizado es
tiempo, se distribuyeron alicuotas de 200 ul ysaglae no iban a ser utilizadas de forma

inmediata se les afiadieron 480 ul de glicerol, pareonservacion a -80°C.

Para la transformacion de las bacterias que ihdiizarse, se mezclaron 200 pl
de células competentes con 20 pl de ADN y la naezelincubd 30 minutos en hielo.

Se produjo a continuacion un choque térmico derfutng a 42°C y se volvié a colocar
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en hielo. Se afadié 1 ml de BHI atemperado y sebda 37°C durante 1 hora, en
agitacion vigorosa. Se sembrd en agar LB con afim@Ec{100 pg/ml), las placas se
incubaron a 37°C durante 24 horas, al cabo de dates se comprob6é de nuevo

mediante PCR, secuenciacion y digestion que latemtsdon permanecia estable.

Con el fin de mejorar la expresion y solubilizacida la proteina TbpA-r, se
cultivaron las células dE. coli LMG 194 con la construccion bien orientada, enl@al
LB con ampicilina (100 pg/ml) y después de incubda la noche a 37°C en agitacion,
se transfirieron 1/100 volumenes de este cultivm aauevo caldo LB con ampicilina,
dejando crecer hasta una densidad Optica, med&R0 axm, de 0,6. A partir de este
cultivo en crecimiento se prepararon varios sub@msgtcon concentraciones distintas de
arabinosa, (0,02%, 0,05%, 0,075%, 0,09%, 0,15%296}), el inductor de nuestro
vector, variando los tiempos de incubacion desdenBitos a 2 horas y manteniendo
los subcultivos a 37°C en agitacion. Con las massbbtenidas se realizaron varias

pruebas (comprobaciones):

1-- Comprobacién de gue la proteina construideonodiba cuerpos de inclusion
y que, por tanto, no se excretaba, sino que pewfaren el interior de la célula
bacteriana. Con este propoésito, las muestras gafagaron a 13.000 rpm durante 15
minutos, se midié la concentracién proteica delrasiofdante y se realizdé un gel de

acrilamida para proteinas con tincion de Coomassie.

2-- Calculo de la concentracion proteica. A talganprocedio a centrifugar las
muestras a 13.000 rpm durante 15 minutos y el tpeliéenido se resuspendié en
tampdn de lisis (apartado 4.2.b), a razén de 5@kiampdn por cada 10 ml de cultivo.
La suspensién fue sonicada en 3 ciclos de 20 segurduna potencia maxima del
40%, seguido de la centrifugacion a 13.000 rpm rdard minutos a 4°C y sobre los
sobrenadantes se calculd la concentracion proyellewando a cabo después geles de

acrilamida.

Para medir la concentracién proteica se utilizangtodo “Bio-Rad Protein
Assay”, basado en el método Bradford. Para ellonemesario construir primero una
curva patron con albumina sérica bovina (Sigma) iferehtes concentraciones
conocidas, utilizando azul de Coomassie brillabhgelectura se efectué a una longitud

de onda de 595 nm y, comparando las absorbandiesidés de las muestras, se pudo
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extrapolar el valor en la recta patron, obteniel@aoncentracion proteica (apartado
4.4).

Para la realizacion de logeles de acrilamida(del Rio et al., 2005), se
prepararon geles (Sigma) a una concentracion deld#ta el gel separador y de un 5%
para el gel concentrador, aplicando una corrientestante de 100 voltios durante 2
horas (ver apartado 4.7 de materiales). Las mgept@eicas se cargaron en el gel
mezcladas con tampdn de carga. La tincion se éeatim azul de Coomassie con acido
acetico glacial y metanol, para la conservacidtodeayeles durante aproximadamente 1
hora; a continuacion se decoloré (apartado 4.8 déenmles) para comprobar el
resultado. Para verificar que la banda que se iap@en el gel y que se inducia con
arabinosa era la proteina buscada, se realizinomunoblotting usando el anticuerpo
monoclonal anti-V5 que reconoce el epitopo locdlizan el extremo C-terminal de la

proteina de fusion.

Para la realizacion dainmunoblotting, se procedi6é de acuerdo con el protocolo
descrito por Horejsi y Hilgert (1983) y Pyle-Sch{l985). Una vez realizada la
electroforesis, se desmonto la cubeta para ob&ml, se equilibré éste empapandolo
con tampodn de transferencia, lo mismo que la memabde nitrocelulosa (0,45 pm de
diametro de poro, Biorad) a la que previamente akiah humedecido en agua.
Posteriormente, se realizé sandwichcon las distintas capas de papel Whatman n°3,
gel, membrana de nitrocelulosa y de nuevo papeltMédran©3. Finalmente se ponia a
correr en la cubeta con tampon de transferendi@Qamiliamperios durante 90 minutos

(ver apartado 4.9 de materiales).

Una vez realizada la transferencia, se procediilcajueo de la membrana de
nitrocelulosa con leche descremada al 5%, diseelttampon TBS de pH 8,0. En esta
solucion se podia mantener toda la noche a 4°@m dihoras a 37°C, en agitacion.
Posteriormente, se lavé la membrana con TTBS yia€i@ el anticuerpo comercial
anti-V5 (1:5000), que reconoce el epitopo localizath el extremo C-terminal de la
proteina de fusion. Se incubd 1 hora a temperatmtsiente, en agitacion, y se lavé de
nuevo con TTBS. El revelado se baso en la detecd®ra actividad peroxidasa
mediante un sustrato quimioluminiscente, segugdaita descrita por Bronstea al.
(1992), utilizando el productdeCL- plus Western blotting detection systeta
Amersham. El revelado se realizé en un cuarto osgestinado al revelado fotogréfico.
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6.5. Purificacion del fragmento antigénico

Una vez conseguidas las mejores condiciones deeswpr del fragmento
proteico, se procedié a su purificacién utilizamd@robolitas de niquel siguiendo las
instrucciones del fabricante (Invitrogen), a radén50 pl de microbolitas por cada 300
ul de lisado crudo (debido a que el vector utilzad la clonacion es el TOPO 10, con

colas de histidina que poseen afinidad por lasohalitas de niquel).

En su utilizacion se siguieron las instrucciones faéricante (Invitrogen).
Previamente, se lavaron para su equilibrado copdarde union (ver apartado 4.2.c) y
se centrifugaron a 13.000 rpm durante 1 minutoa gdiminar el exceso de PBS. El
sobrenadante se elimin6 cuidadosamente y se af@aaidestra que contenia la proteina
de fusién pBAD-Thio-TbpA-V5-His. Posteriormente,mecedié a centrifugar a 13.000
rpm durante un minuto y se volvio a eliminar coridado el sobrenadante. Las
microbolitas se lavaron como minimo dos veces @8 de tampon de unién. Para
eliminar cualquier otra proteina que se pudiergpuificar, se utilizé un método de
purificacion basado en lavados con concentracicresentes de KCI: 0,5 M, 1 My
2 M (Cerdéa- Cuellar, 2010). Por ultimo, las micrlitas se resuspendieron en 75 pl de
tampén de elucion (apartado 4.2.c). En el tampénuién habia que variar las
concentraciones de imidazol con el fin de encornwaconcentracion en la que se

obtuviera la mejor purificacién de la proteina.

Finalizada la obtencién de la proteina recombingmteficada con el fin de
comprobar la eficacia del proceso de purificacgmtealizo una electroforesis en gel de
acrilamida y urimmunoblotting(ambos explicados en el apartado anterior), igeiaten

se procedi6 a la medida de la concentracion pinteic
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7. Inmunizacibn de los conejos. Obtencién de
anticuerpos policlonales frente a las ThpA y TbpB
recombinantes.

Para su ejecucion se utilizaron conejos blancaaziENew Zealandadultos, de
aproximadamente 1,5 kg de peso, alojados de acwemdda normativa de la Union
Europea en lo que a bienestar animal se refieraib®aron en las dependencias del
Animalario de la Universidad de Ledn y se alimemtarcumpliendo las normas
convencionales, con alimento normalizadd libitum (del Rio et al, 2005). Se
respetaron en todo momento las directrices del @ode Etica de la Universidad de
Ledn y del Gobierno de Espafia. Tanto los directdeegste trabajo de investigacion
como la propia doctoranda se encuentran en poselola homologacion como
personal competente para trabajar con animalexplerimentacion, expedida por la

Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la Juat@aktilla y Leon.

Para la preparacion de los antigenos, en lo quefeze a la extraccion del

fragmento proteico recombinante antigénico, sequtidcde diferentes modos:

1-- A partir de las condiciones de crecimiento duition sefialadas en el
apartado anterior, se realiz6 una electroforesigete acrilamida y se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa, que fue tefiida con Pojoceau para identificar la banda
del fragmento de interés. La banda seleccionadaiilada y extraida asépticamente
con bisturi esteril y pinzas y se dispuso en um tetéril, hidratandose con 1 ml de
solucién salina estéril. Posteriormente se procadim triturado con un politrén, para
obtener fragmentos de pequefio tamafo, capacesadesar la luz de una aguja de

infeccidn que permitiera la inmunizaciéon de losejos.

2-- Una segunda modalidad para la obtencion déjemd, consistio en una vez
aislada la banda de interés, someterlo a un tratdasmcon DMSO que no desestabiliza
la proteina pero que gelatiniza la nitrocelulosamitiendo la inoculacion de los

conejos.

3-- La tercera forma de preparacion del antigenasistd en la utilizacion
directa del gel de acrilamida sin modificacionesa wez realizada la electroforesis e
identificada la banda de interés. Para ello, urmtgéido con azul de Coomassie, se
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corto la banda correspondiente con el fragmentejpmy se inyecté directamente en

el animal. En esta opcidn, el gel de acrilamidédacbmo un buen adyuvante.

4-- El cuarto procedimiento consistio en el usecin del extracto de la proteina

purificada.

Como antigeno se utilizd la TbpA recombinante (TopA también, en un
experimento en paralelo, la TbpB-r, producida eestno laboratorio con anterioridad
(del Rio et al., 2005). En ambos casos, se utilizaron las protefaasmbinantes
purificadas en una concentracion de 50 pg. Para gaatulacion se preparé una
emulsién a razén de 8 partes de adyuvante por Bagartes de antigeno. Como
adyuvante se utiliz6 Montanide IMS 2215 VG PR (Seppliluido en tampon acetato.

Se trabajé con 10 animales por cada proteina reoamte distribuidas del
modo siguiente: dos controles a los que solo sente=ul6 PBS, dos a los que se les
inoculd el antigeno extraido a partir de la nittolosa triturada en el politron, dos
inoculados con antigeno extraido a partir de l@célulosa tratada con DMSO, dos con
antigeno obtenido a partir del gel de acrilamidangmente, otros dos a los que se les

inoculd el extracto proteico, una vez purificado.

El protocolo de inmunizacion se basé en cuatroulamiones separadas entre si
21 dias. En cada inoculacién se inyecté 1 ml denfalsién repartida del siguiente
modo: 400 pl en cada uno de los cuadriceps (intsaniar) y 100 pl en cada una de las
zonas intraescapulares (intradérmica). Antes deeplier a las inoculaciones, se realizo
una extraccion de sangre a todos los animalespumaier disponer de sueros a lo largo
del tiempo y estudiar la produccion de anticuerfpaste a las proteinas de fusion y, en

Su caso, su titulo correspondiente.

7.1. Estudio de la produccién anticuerpos polidesa

7.1.a. ELISA

El estudio de la respuesta inmune humoral de lo®jos se llevd a cabo
mediante un método ELISA indirecto (Martin de lafeet al, 2009). Las placas de
ELISA (Polysorp, Nunc) se tapizaron con las prasimecombinantes purificadas,
ajustando la concentracion proteica a 10 pg/maerpdn carbonato (ver apartado 4.6.b

de materiales) con un volumen final de 100 ul pmnilfp, manteniendo las placas toda
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la noche a 4°C. Al dia siguiente, las placas squaaron con 250 pl de tampon de
bloqueo (ver apartado 4.6.d de materiales) incubauwtante 2 horas a 37°C. Tras este
tiempo, se afadieron 50 pl de los sueros de logja®npreviamente adsorbidos
(incubandolos en dos series de 24 horas a 37°AGddFC deE. coli LMG 194 sin el
inserto) y diluidos 1:100 en tampon de diluciornguibando durante 1 hora a 37°C.
Terminada esta, se eliminaron los sueros y sezegah 3 lavados con PBS-Tween 20,
de 5 minutos cada uno. A continuacion, se incub&fpl de conjugado de cabra anti-
IgG de conejo (Sigma) por pocillo, diluido en eh@n de dilucidon del conjugado, y se
volvié a incubar 1 hora a 37°C, realizando despuésuevo lavado y llevando a cabo el
revelado de la reaccion (ver apartado 4.6.f de mia#te) mediante la adicién de 50 ul
de sustrato a cada pocillo. La placa se mantuvargdratura ambiente en oscuridad
durante 10 minutos, aproximadamente, y se fremédecion con 25 pl de .80, 2 M
por pocillo. La lectura de las placas se llevo laoca una D.O de 450 nm, en un lector
de ELISA, modelo Dynex Tecnologies. Para el estwgditadistico de los resultados
obtenidos, se utiliz6 el programa informatico SR8&sion 17.0) comparando los
diferentes tratamientos. Se realiz6 un test de aeomeppn de medias ANOVA mediante

el test de Tukey.

7.1.b. Accion bactericida del suero

Para esta prueba fue necesario trabajar con suadsorbidos vy
descomplementados. Para llevar a cabo la descomplaoidn, los sueros se

sometieron a un tratamiento térmico a 56°C durddtminutos.

La accién bactericida del suero se determiné siglaida técnica descrita por
Danveet al. (1993), con algunas modificaciones. Brevementejrenmicroplaca de 96
pocillos se dispuso el suero de los conejos ercidies dobles, afiadiendo a cada
pocillo 50 ul; a continuacién, se incorporaron 2%5i¢ la suspension del crecimiento de
H. parasuisen condiciones restrictivas de hierro, ajustadea concentracion de 2 x
10* UFC/ml y después se afiadieron a cada pocillo 2fedomplemento comercial de
conejo (Sigma). La microplaca se incub6 1 hora®aC3y de cada pocillo se realizaron
diluciones para sembrar en placas de agar chocdleds incubar durante 48 horas a
37°C con un 5% Cgse procedio al recuento de colonias, con el fisaeprobar si se
producia actividad bactericida. Se dispuso adengdsurd control negativo para la

interpretacion de los resultados. Se considerougusuero poseia actividad bactericida
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cuando al menos el 50% de las bacterias moriamespecto al control negativo (Rokbi
et al, 1996).Para comprobar si las diferencias eran estadistictasignificativas, se
recurrio al programa informético SPSS, utilizandoANOVA para la comparacion de

medias y un test Tukey para verificar la signifiéacentre ellas.

7.1.c.Immunoblotting para el estudio de la especificidad de los anticysos
policlonales

Para llevar a cabo este experimento se utilizares eéspecies bacterianas: la
cepa Nagasaki dd. parasuis la cepa WF83 dA. pleuropeumoniag la cepa CIP 5710
deS. aureusLas tres especies fueron cultivadas en condisideerestriccion de hierro

(como se ha descrito anteriormente).

Las muestras de crecimiento obtenidas se analizaoosnSDS-PAGE vy la
membrana de nitrocelulosa se incubd con los amposepoliclonales obtenidos de las
inmunizaciones de los conejos, diluidos 1:100 ers,T8urante 1 hora a temperatura
ambiente. Como anticuerpo secundario se utilizoamalgG de conejo producida en
cabra (Sigma), diluida 1:5.000 en TBS. El reveladdlevé a cabo mediante la adicion

de reactivos quimioluminiscentes (Amersham).

8. Prueba experimental con cerdos privados de calos

8.1. Animales y mantenimiento

Se respetaron en todo momento las directrices @ehit€ de Etica de la
Universidad de Ledn y del Gobierno de Espafia. Tlrstalirectores de este trabajo de
investigacion como la propia doctoranda se encaerd@n posesion de la homologacion
como personal competente para trabajar con anirdalegperimentacion, expedida por

la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de laaldatCastilla y Leon.

Se dispuso de 43 lechones Large White x Pietraiivagos de calostro,
obtenidos de 10 cerdas procedentes de una exgioteocn buen estatus sanitario, libre
de H. parasuis A. pleuropneumoniag circovirus, situada en Palazuelo de Vedija
(Valladolid). Los animales fueron recogidos direst¢@te del canal del parto, en
condiciones asépticas, evitando el contacto camddre. Se lavaron inmediatamente
con etanol al 70% para evitar posibles contagiopmnavirus y rotavirus. Los partos

de las cerdas se indujeron mediante la adminiétmtade prostaglandinas (Planare,
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Schering-Plough) y, una vez nacido el primer lechéa administré oxitocina

(Hipofisina, Schering-Plough) para controlar laoosllad del parto.

Los animales fueron trasladados inmediatamente sa iratalaciones del
Animalario de la Universidad de Ledn y se les adstiaron 4 mg/kg de gentamicina
(Gentayet, SYVA) durante una semana y una unicés dies hierro dextrano por via
intramuscular (Calidex 200 Calier) (Oliveiraet al, 2003).

Los animales permanecieron en lechoneras de mai&0 x 50 x 100 cm, con
rejilla, de PVC, de facil lavado. La temperaturab@éntal se mantuvo a unos 30°C
mediante lamparas de incubacion durante los prisndras de vida, disminuyéndose
progresivamente hasta el dia 20, en que la temyars¢ ajusté a 18-20°C hasta el final
del experimento. Todo el manejo de los animalegsalézd en condiciones de higiene y
limpieza extremas. El niumero de personas encargddak alimentacién estuvo

limitado en todo momento (Martin de la Fueeitteal.,2007).

Durante los cinco primeros dias, los cerdos fualimentados con calostro
bovino ad-libitum, cada 3 horas, por medio de biberén y en cada sentes administrd
por via oral, ademas, un rehidratante (Biodietzé?fi Algunos animales sufrieron
diarreas leves y se trataron mediante la admicistmtade enrofloxacina (Baytril 5%-
Bayer) y flumequina (Flumesyva, SYVA), de acuerdmn dos resultados de los
antibiogramas correspondientes. Ademas, a los &sngue sufrian estas diarreas
(debidas seguramente al calostro bovino) se lepoprmnd Glucosal (Divasa,

Farmavic) para evitar su deshidratacion.

Con el paso del tiempo las tomas se fueron distadoi hasta llegar a eliminar
la toma nocturna, para empezar a mantener a losabd en un biorritmo adecuado
dia-noche. Cuando los animales alcanzaron los 4€ dé vida, su alimentacion se
suplementé con una papilla (Kwickstart, SCA Ibérigareparada con calostro
reemplazando progresivamente el calostro por agoa. el cambio de alimentacion,
algunos animales sufrieron una brusca pérdida de, prie hizo necesario administrar
un complejo vitaminico (Duphalyte-Fort Dodge) pda \ntramuscular. Pese a todo,
algunos animales no fueron capaces de adaptacsamddio y la desnutricion resultd

letal. En total, se produjeron cuatro bajas, qeedn objeto de necropsia reglada con el
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consiguiente estudio microbioldgico y seroldgicoapdescartar etiologias bacterianas o

viricas.

A partir de los 16 dias de vida, a los animaletesecomenzé a suministrar el
primer pienso (Startrite 100, SCA Ibérica) y, enamto la alimentacion fue
completamente sdlida, los 36 animales superviviefueron trasladados con 20 dias de
edad, a una granja situada en la poblacion de Navafedn), cedida por Laboratorios
SYVA S.A, donde las salas, comederos, bebederamasl instalaciones habian sido
previamente desinfectados. Para la desinfeccionfiksd Virkon®S (Bayer) para las
superficies de contacto y Termiffexpara el ambiente. En estas salas, la tempersgura

mantuvo a temperatura constante, entre 18-20°Cianteccalefactores eléctricos.

Progresivamente, se fue incorporando un pienso gr@raales en crecimiento
tratado con antibioticos (amoxicilina 4 mg/kg) (INZEspafa), hasta el momento en el
que los animales alcanzaron los 25-35 kg de pesmanto en el que se decidio el
comienzo de la prueba experimental. Se modificéalimmentacibn a pienso sin
antibiotico diez dias antes del momento de la ifecexperimental, para llevar a cabo

el blanqueo del antimicrobiano.

En la granja experimental se produjo la pérdid8 d@imales mas, dos de ellos
después de llevar a cabo la extraccién de sangrep consecuencia de un colapso
debido al estrés, y el tercero por causas ajenasparimento (comenz6 con una ligera
anorexia y apatia que se fue agravando, hastautomei caquexia; el animal fue
eutanasiado mediante una inyeccién de pentoba(®af, Intervet), via intracardiaca
previa sedacion con azaperona (Stressnil®, Labtdd@steve S.A.) En la necropsia se
encontré un fragmento de madera insertada horilmertdae en el eséfago.

Durante todo el proceso de crecimiento de los desnae recogieron hisopos
nasales y sangre para determinar su caracter wegatil. parasuismediante PCR
(Oliveiraet al, 2001; Angen, 2007) y ELISA (Solano-Aguiktral, 1999). Ademas, se
llevé a cabo un seguimiento periédico para comprabasituacion respecto a PRRS

mediante ELISA y respectofa pleuropneumoniag circovirus porcino mediante PCR.
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Figura 3.1. Distintos momentos de la crianza de los animaleyjia a los experimentos.

8.2. Inmunizacion de los animales

De los 37 animales disponibles, cuatro fueronzatilos para ajustar la dosis de
infeccion en el desafio. Los 33 restantes fuerdlizados en los experimentos de
inmunizacién. Se distribuyeron en 6 lotes o grupegun se detalla a continuacion
(Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Distribucion de los seis lotes experimentales etel@s privados de calostro en inmunizaciones
con distintos antigenos

Numero de . Via de
Grupo animales Antigeno Adyuvante inoculacion
Proteina re(;omblr!ante ThpA deMontanide IMS 2215
| 6 H. parasuisserotipo 5, cepa Intramuscular
X VG PR
Nagasaki.
Proteina recombinante ThpB de .
Il 5 H. parasuisserotipo 5, cepa Montanide IMS 2215 Intramuscular
X VG PR
Nagasaki.
Il 4 Control. Montanide IMS 2215 Intramuscular
PBS VG PR
IV 6 Bacterina comercial. Porcilis | Montanide IMS 2215 Intramuscular
Glasser® (Intervet) VG PR
Proteinas de unién a la
transferrina, nativas, de. Montanide IMS 2215
v 6 parsuisserotipo 5, cepa VG PR Intramuscular
Nagasaki.
Proteinas de union a la Neuraminidasa tipo
Vi 6 transferrina, nativas, de. VI® (Sigma) de Intratraqueal
parasuisserotipo 5, cepa Clostridium q
Nagasaki. perfringentrs.
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Se establecié una dosis vacunal de 2 ml. En el daslws grupos control e
inmunizados con la TbpA-r, TbpB-r y proteinas reside unién a la transferrina (Tbp-
nat) se utilizé la via intramuscular (im), con 300de antigeno que contenia 400 ug de
proteina + 1,8 ml de adyuvante Montanide IMS 2216 FR (Seppic Inc., Paris,
Francia), es decir, una formulacion 1:4 a favoratBluvante para un volumen final de 2
ml. Para las inmunizaciones del grupo de protefagisas de union a la transferrina por
via intratraqueal (it), el volumen final fue de 1yrel adyuvante anterior fue sustituido
por neuraminidasa tipo ¥1(Sigma) deC. perfringens.Las inmunizaciones con la

vacuna comercial se llevaron a cabo siguiendaidisaciones del fabricante.

Para la dilucién de los antigenos fue necesarizartitampon acetato de pH 6,
ya que el fabricante del adyuvante recomienda eanglieho tampon (en lugar de PBS)

en el caso de que los antigenos sean proteinas.

8.2.a. Obtencion de las proteinas nativas de unida la transferrina y
purificadas

Se procedio primero a la obtencion de las protedeasiembrana a partir de un
crecimiento liquido déd. parasuisen condiciones restrictivas de hierro, utilizanaio u
0,2% de desoxicolato sddico (DOC). Tras el tratatoiecon este detergente, se
procedié a recoger el sobrenadante y a dializarkaliamte el tampon de dialisis

(apartado 4.3 de materiales), empleando Amicon®\30 K (Millipore).

Para la purificacion de las proteinas con afinigad la transferrina porcina,
utilizé una cromatografia liquida de alta presié#l(C), para lo que fue necesario
empagquetar la sefarosa unida a la transferrindar@or€on este propoésito, se preparo la
sefarosa siguiendo las instrucciones de la CN&tivated SepharoS8 4B (GE
Healthcare). Tras rehidratar la sefarosa liofilegdavarla con HCI 1 mM, se preparan
20 mg de transferrina porcingifst Link U.K Ltd en tampoén de union (apartado 4.3 de
materiales), se incubaron en agitacion rotatorigahdo con la matriz durante 2 horas
a temperatura ambiente y se elimind el excesogamdio con 5 volumenes de tampon
de unién. Los grupos activos de la matriz se blampure con el tampdn de bloqueo
durante 2 horas y finalmente se lavo la unién deefarosa con la transferrina con tres

ciclos, alternando el pH con los tampones de layadartado 4.3 de materiales).
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Hubo que ajustar la concentracion de proteinaseatabrana obtenidas a 60 mg
por gramo de sacarosa en un volumen de 20 ml, Ictim @e dializar las proteinas de
interés. La columna empaquetada se acoplé al ap&laPC AKTAFPLCM (GE
Healthcare) y se ajusto la bomba inyectora a ya fla 0,2 ml/min. Después de pasar la
muestra por la columna, se procedido a su lavado58oml del mismo tampdn sin
proteinas (flujo 0,5 ml/min) eluyendo las proteinasdas con guanidina-HCI 2M,
monitorizando el pico de elucion a 280 nm. Lasgir@s eluidas se recogieron en tubos
con Tris pH 9,0 e inmediatamente se dializarontéren PBS-Sarcosyl 0,1% pH 7,5,
para finalmente alicuotar el volumen obtenido y adenarlo a -20°C hasta la

preparacion de las vacunas.

8.2.b. Control de esterilidad

A partir de 1 ml de la emulsién vacunal (adyuvastentigeno + tampodn
acetato) se inoculé en caldo TSB y en FTM (medjoitio de tioglicolato). Dichos
medios se incubaron a 25°C y a 37°C, respectivanahirante 14 dias, comprobando

la ausencia de crecimiento.

8.2.c. Protocolo de inmunizacién

Los 33 animales fueron inmunizados una primeraavdas 28 dias de vida,
cuando habian alcanzado el peso adecuado, y ssinewan 21 dias despueés (excepto
en el caso de la vacuna comercial, que el fabecestomienda la revacunaciéon a los
quince dias de la primera). En el caso del grupdral se inoculé PBS en estos dos
mismos momentos. Antes de cada inoculacion sezagal extracciones de sangre
mediante vacutainer, de la vena yugular. El suerobsuvo después de dejar reposar la
sangre obtenida y separar por decantacion y cegécfon. Las muestras de suero se

identificaron y almacenaron a -20°C hasta su uso.

8.3. Infeccidn de los animales (desafio)

Antes de llevar a cabo la infeccion experimentalyealizd una prueba previa
con los cuatro animales de reserva (con el finatapcobar la dosis bacteriana mas
adecuada para llevar a cabo el desafio). Sobraastines de anteriores experimentos,
se probaron dos dosis: 1 x’406 x 16 UFC inoculadas via intratraqueal (Blaretcal.,
2008; Martin de la Fuentet al., 2008). Los animales infectados con 1 X WFC

padecieron los sintomas clinicos de la enfermedaldcgbo de los 7 dias los sintomas
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fueron tan graves que se decidid su sacrificio (ame eutanasia). Los animales
infectados con la dosis de 5 x*10FC desarrollaron rapidamente los sintomas clénico
de la enfermedad y murieron al cabo de 2 dias.

En funcion de los resultados obtenidos en el expmrio de ajuste, se decidio
utilizar como dosis letal de prueba 3 x®10FC deH. parasuisserotipo 5, cepa
Nagasaki, obtenidas directamente (frescas) desgakésultivo en placas de agar
chocolate (bioMérieux, Barcelona), incubando 48&ka 37°C con un 5% de €@&ste
crecimiento se ajustd al nimero sefialado de UFC B&MI 1640 (Invitrogen) y se
almacend a 4°C hasta el momento del desafio. L& dosculada fue confirmada

posteriormente en el laboratorio.

El desafio se llevé a cabo 14 dias después dglamda inmunizacién, mediante
inoculacion intratraqueal (Takahaséi al, 2000) de 3 x TOUFC deH. parasuis
serotipo 5, cepa Nagasaki, como se ha sefaladmeralidas en un volumen de 2 ml de
RPMI. A partir de este momento, se llevé a cabseguimiento diario, anotando las
temperaturas rectales y los sintomas clinicos guebservaban. Algunos animales
fallecieron algunos dias después del desafio guessobrevivieron fueron eutanasiados
humanitariamente a los 15 dias del desafio. Lasoseueron sedados previamente con
azaperona (Stresnil®, Lab Doctor Esteve S.A) yragimdos con pentobarbital (1651

Intervet) mediante inyeccién intracardiaca.

8.4. Signos clinicos, necropsia y aislamiento lvagtie

La temperatura rectal de los animales se tomo tadaoras desde el desafio
hasta su muerte o eutanasia. En todos los leclsenebservé y anoté cualquier signo

clinico: dificultad respiratoria, cojera o ligerogtramiento, inapetencia...

Tanto los animales que murieron debido a la infecatomo los eutanasiados al
final del experimento, fueron objeto de una nedepsglada en un periodo no superior

a 2 a 6 horas desde el fallecimiento.

Las necropsias se llevaron a cabo en la Unidad rdgofnia Patoldgica de la
Universidad de Ledn. Con caracter general, se aabtéstado de las mucosas, la
coloracién del muasculo y las articulaciones, laspreia 0 ausencia de liquido en la

cavidad abdominal y la presencia o ausencia dm&bAl tiempo, se recogio el aspecto
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de los diferentes drganos y tejidos y se tomaroestnas para el estudio histopatolégico
de tonsilas, cerebro, ganglios mandibulares, papegares, traqueobronquiales,

mediastinicos, pulmén, bazo, rifién e higado.

Mediante hisopos y en las mejores condiciones asgpgbosibles, se recogieron
muestras de las articulaciones (tarso y carpolidég abdominal, bazo, higado,
pulmones, corazon y cerebro, con el fin de verifiza presencia ded. parasuis
mediante los pertinentes cultivos bacterioldégicasrgs determinaciones.

9. Deteccion y aislamiento de Hoarasuis

Inmediatamente, los hisopos recogidos se sembear@hacas de agar chocolate
y de agar sangre (Oxoid) con una estri&daureusy se incubaron a 37°C durante 42
horas, como en estudios anteriores (Blagical, 2008; Turni y Blackall, 2007). A las
24-42 horas, se observaba el crecimiento de lasaplg aquellas que presentaban
diferentes tipos de colonias (algunas de ellas emb®sas deH. parasuiy se

resembraban para obtener cultivos puros.

A partir de los cultivos puros se realizé la extian del ADN. Para ello, las
colonias se resuspendieron en 100 pl de soluclérassstéril y se mantuvieron durante
10 minutos a 100°C; a continuacién, se centrifud8.800 rpm durante 5 minutos y se
recogio el sobrenadante, que fue conservado aG2tasta el momento de realizar la
PCR.

Para llevar a cabo esta técnica (Olivestaal, 2001), se utilizaron siempre
controles (positivos y negativos), ademas de addgdgorecauciones pertinentes con el
fin de evitar falsos positivos y negativos. Las sitas problema se separaron en un gel

de agarosa para estudiar las bandas y confirnmeesgncia o ausencia He parasuis

Se calculd la relacion existente entre las muesfuaspresentabad. parasuis
con respecto a las muestras totales del estudtagamuno de los animales. Igualmente,
se establecid la relacidn entre los diferentesagule animales.
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10. Accién bactericida del suero

Para llevar a cabo la determinacion de la accioctebaida del suero se
adoptaron los protocolos de Diallo y Frost (2000Fsrda-Cuellaet al. (2008), con

ligeras modificaciones.

Tras sembraH. parasuisen placas de agar chocolate (Oxoid) e incubar @ 37°
durante 42 horas, se inocul6 caldo PPLO (Difco) ¢oRD (20 mg/ml), glucosa
(Sigma) 50% e isovitalex. A este medio liquido 8ad#d crecimiento obtenido de la
placa hasta que la densidad 6ptica inicial a 600fmena de 0,1. A partir de este
momento, se incub6 a 37°C en agitacion lenta, midida densidad Optica cada cierto
tiempo para comprobar el crecimiento bacteriano.ckda medicion, se tomoé una
muestra para el recuento en placas de agar checbleC/ml, a las 42 horas, a 37°C y
en condiciones restrictivas de oxigeno). El cultblenido se resuspendia en medio
RPMI hasta alcanzar a1¢° UFC/m.

Se utilizaron placas de ELISA (Polysorp, Nunc). dada pocillo se afiadieron
180 pl de cada suero y 20 pl de una suspensioertzat anterior. La placa se incub6 a
37°C durante 1 hora, en agitacion, a 100 rpm. Dfspse realizaron diluciones
decimales seriadas de cada uno de los suerospeselaron placas con 100 pl del
contenido de cada uno de los pocillos y se incubal7°C con un 5% GQlurante 42

horas. Por ultimo, se contaban las colonias y sgoab0 el posible efecto bactericida.

Antes de comenzar la prueba con los sueros proldermanfirmo que no existia

variacion en el numero de UFC/ml por efecto detaibacion (24 horas a 4°C).

Se mezclaron los sueros procedentes de los anim@leada grupo y con ellos

se evaluo la actividad bactericida, en los térmsigsientes:
1) Actividad bactericida del suero tras la primesegunda inmunizacion.

2) Valoraciéon en paralelo de sueros completos gateplementados, a fin de
comprobar la actividad del complemento.

3) En relacion con lo anterior y una vez comprobdalanecesidad del
complemento, se afiadia 50 pl de complemento (comhele cobaya (Serotec)) para

verificar la recuperacion de la actividad bacteci
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Una reduccion de al menos 3 unidades logaritmmas;onsideraba suficiente
para determinar que existia accion bactericidasdeto. Dentro de cada grupo, en las
diferentes pruebas se llevd a cabo un estudio isStad mediante el programa

informatico SPSS (version 17.0), con una T de béegarelacionadas.

11. Estudio de la respuesta de fase aguda

Después de la infeccion cadd. parasuisse llevé a cabo el estudio de la
respuesta de fase aguda, valorando cuantitativemerde forma individual cuatro
proteinas: la proteina C- reactiva (CRP), haptaghob(HPT), pig MAP vy
apolipoproteina | (Apo ), mediante inmunodifusidadial (Manciniet al., 1965). Se
estudiaron las muestras de suero antes de la idfegen los dias posteriores, hasta la
muerte de los animales (Martin de la Fuesttal.,2008; Scougaaret al, 2009).

En el estudio de cada una de las proteinas se amplgeles de agarosa de
1,5 mm de espesor, al 1% en tampoén barbituratoced@io25 M de pH 8,2, que
contenia anticuerpos especificos obtenidos mediantemunizacion de conejos de
estas cuatro proteinas purificadas (proporcionpdogl Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, Facultad de Ciencias, Univeasidle Zaragoza). En los geles se
practicaban pocillos de 3 mm de diametro, separadtog si 2 cm, que se rellenaban
con los sueros problema. Se utilizaban dilucionesindales, dependiendo de la
concentracion mas o menos esperada de la protkingn con los sueros problema se
afladian estandares, previamente calibrados comtaéstconcentraciones de cada

proteina, con el fin de trazar la recta estandar.

Las placas se incubaban a temperatura ambientetd@#8 dias en una cadmara
hameda. Posteriormente, el gel se lavaba, sectdidaycon azul de Coomassie durante
1 dia y los restos de colorante se eliminaban megian lavado de 30 minutos con una
solucion de destefiido. Después se median los didgsnd¢ los halos de difusion con

ayuda de una lupa.

Con los sueros estandar y sus concentracionesga®tee construye una recta
patron y se obtiene una ecuacion lineal que rataciambas variables. Con las
ecuaciones obtenidas para cada una de las prot&iradcula la concentracion proteica

de los distintos sueros.
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Figura 3.2. Ejemplo de un gel de inmunodifusién radial paraclantificacién de las diferentes

concentraciones de las proteinas de fase aguda

Los resultados obtenidos se estudiaron medianteogtama informéatico SPSS
(version 17.0) para comprobar la existencia de reliigias estadisticamente
significativas en cada una de las proteinas dedgsda estudiadas, en cada uno de los

grupos y entre si.

12. Estudio de la respuesta inmune humoral (ELISA)

Se tomaron muestras de sangre (para la obtenciGuel®) cada siete dias,
desde el dia anterior a la primera inoculaciénéhastdia del desafio. Después de la

infeccion, las muestras se tomaron todos los dias.

Se utilizaron tres tipos de reacciones ELISA inttwe ElI primero utilizaba
como antigeno la bacteribl.(parasui$ inactivada; un segundo tipo de ELISA recurri
a sobrenadantes proteicos enriquecidos en protaileasa membrana (OMP) v,
finalmente, el tercer tipo de ELISA, utiliz6 comati@eno las proteinas nativas de unién
a transferrina (Tbp-nat) (la composicion de unalage formulacionas vacunales del
experimento). En todos los casos, se valoro laepms y la concentracion en el suero
de los animales de los siguientes isotipos de imglobulinas: IgM, 1gGt (totales),

IgG1, IgG2 e IgA.
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Figura 3.3. Ejemplo de un ELISA tapizado con proteinas de nmand (OMP), utilizando como

anticuerpo secundario sueros de los animales emeetales en diferentes momentos del estudio

12.1. ELISA con cuerpos bacterianos completos fivedos

Se siguio el protocolo descrito por Solataal (1999), modificado, y puesto a
punto en nuestro laboratorio (Martin de la Fuettal.,2009).

12.1.a. Antigeno y tapizado de las placas

En una placa de agar chocolate, se siembra lad=epaferencia del. parasuis
serotipo 5 y se incuba en una atmosfera microd@réfi37°C durante 42 horas. Se
recoge todo el crecimiento de la placa y se inoculecaldo PPLO (Pronadisa) con
glucosa al 50%, isovitalex y NAD, ajustando a ueasidad 6ptica de 0,1 a 600 nm. A
partir de ese momento se inicia la incubacion eta@gn a 37°C, hasta alcanzar una
densidad oOptica de 0,9. Se centrifuga el creciroignel pellet se resuspende en 20 ml
de solucion salina estéril. Se procede a la inacibn afiadiendo timerosal al 0,1%,
incubando primero a 37°C durante 2 horas y lueg®Cadurante toda la noche. Al dia
siguiente, se ajusta la concentracion de proteibd @ag/ml en tampdn carbonato y se
tapizan los pocillos de las placas de ELISA (Pafysblunc) con un volumen de 100 pl,
para lo que se incuban las placas 2 horas a 39&steriormente, a 4°C durante la
noche. Después, se afiaden 300 pl de tampoén deeblggse incuba durante 2 horas a
37°C, finalizando con un lavado de las placas dBSTP(PBS + Tween 20), que se

almacenan a -80°C, hasta su uso.

12.1.b. Desarrollo de la técnica

Como fuente de anticuerpo primario se utilizan 0@e los sueros problema
procedentes de los cerdos del experimento a uneidtil 1:100, excepto en el caso de la
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determinacion de las IgG1 e IgG2 que, como Su cura®on seria presumiblemente
menor, se decidié utilizar la dilucién 1:50. Despuie incubar el suero en la placa
tapizada 1 hora a 37°C, se lavan al menos tres wecePBST durante 5 minutos y tras
el dltimo lavado se afade, respectivamente (a tecasdracion recomendada por el
fabricante), los anticuerpos anti-isotipo marcaciws peroxidasa, frente a Ig@nti-pig
IgG whole molecule peroxidase conjuggtedgM (goat anti-porcine IgM- HRPy los
anticuerpos murinos sin marcar frente a IgG1 e Ig@@use anti-porcine IgGyt mouse

anti-porcine 1gG2 (Sigma).

Las placas se vuelven a incubar otra hora y sd#weon PBST. En el caso de
las 1gG1 e IgG2, es necesario afiadir otro antieuarprcado con peroxidada frente a
las inmunoglobulinas de ratépdliclonal goat anti-mouse immunoglobulins: HR®)
incubar las placas durante otra hora mas a 37€s de llevar a cabo el revelado de la

reaccion.

Para el revelado, se utiliz6 TMB (Sigma) con petiéxile hidrégeno al 0,002%
y esta reaccion se bloque6 afiadiendo 25 ul de &uitfdrico 2 M. Las placas se
leyeron en un lector de ELISA, a una densidad aatee 450 nm. En todas las placas se
introdujo siempre un control negativo (suero deanimal sin contacto cod. parasuis)

y un control positivo (suero de un cerdo infectado)

12.1.c. Interpretacion de los resultados y analisesstadistico

De cada uno de los animales de los diferentes grupe estudiaron las
variaciones en sus niveles de inmunoglobulinas.e§ablecié un punto de corte
equivalente al doble del valor medio de las DOnalid del estudio, mas la desviacion

estandar.

Los resultados obtenidos se analizaron con el pnogrinformatico SPSS
(version 17.0). Se realizd la prueba no paramétkoamogorov-Smirnov sig, para
determinar los datos que seguian una distribuctinmal. Para observar si existian
diferencias significativas entre los diferentes reaotos de estudio en cada uno de los
grupos tratados, se utilizé la prueba T para magsepetidas: T pareada sig (1 sola
cola), ya que se consideraba que los niveles deuanpos desde el dia 0 aumentarian o
se mantendrian, pero en ningun caso disminuiriaara Romprobar si ocurrian

diferencias estadisticamente significativas entr® drupos se utilizé la prueba de
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Tukey. Se consideré que existian diferencias saativas cuando el valor de era
inferior a 0,005.

12.2. ELISA con las proteinas de la membrana extern

Se empled el protocolo descrito por Goeteé al (2000) para A.
pleuropneumoniae;zon algunas modificaciones llevadas a cabo en mukioratorio
(Martin de la Fuentet al, 2009).

12.2.a. Antigeno y tapizado de placas

Se cultivé la cepa Nagasaki de. parasuis en caldo PPLO (Pronadisa)
enriguecido con glucosa al 50%, NAD e isovitalexsta alcanzar una densidad 6ptica
inicial de 0,01 a 600 nm. Se incubd a 37°C en @gita hasta que la densidad 6ptica
alcanzara un valor de 0,3 y, en ese momento, seiGaii#piridilo (2,2- dipyridyl,
Sigma), un quelante de hierro, a una concentrafiia de 100 uM, con el fin de
restringir la cantidad de hierro en el medio, maidéedose la mezcla en agitacion a
37°C hasta que la densidad optica a 600 nm fuegisupel (Goetheet.al, 2001). En
ese momento se afadio desoxicolato sédico al 0,§7beisHCI y NaCl, un detergente
que permite la solubilizacion maxima de las praeide la membrana externa sin

alterar su estabilidad.

Se tapizaron placas de 96 pocillos con 100 pl dérenadante diluido en
tampon carbonato (pH 9,6), a una concentracion3dgdlml de antigeno por pocillo.
Después de 12 horas de incubacion a 4°C, las pdaclevan con PBST y se bloquean
con leche descremada al 5% en PBST (200 ul poligodposteriormente, se incuban
durante 2 horas a 37°C en agitacion, se vuelvésvaa con PBST y se almacenan a -

80°C hasta su uso.

12.2.b. Desarrollo de la técnica

Para la realizaciébn de este tipo de ELISA se atfitim los mismos sueros,

reactivos y concentraciones que en el ELISA anterio

12.2.c. Interpretacion de los resultados y analisestadistico

Se adopt6 el mismo criterio para la interpretacjoe en el ELISA anterior.
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12.3. ELISA con las proteinas nativas de unidontealasferrina

12.3.a. Antigenos y tapizado de placas

La purificacion de las proteinas nativas de unidm teansferrina se recoge en el
apartado 3.2.a. de Métodos. Con este extracto ipootpurificado se ajusta la
concentracién proteica en tampdn carbonato, pguiaaalas placas con 100 pg por
pocillo y se incuba 2 horas a 37°C, o toda la n@cheC. Transcurrido este tiempo, se
aflade el tampon de bloqueo y se incuba de nuewraz la 37°C. Por ultimo, se lavan

las placas con PBS-Twen 20 y se almacenan a -83@ bku utilizacion.

12.3.b. Desarrollo de la técnica

Se utilizaron los mismos sueros, reactivos y comaeiones que en los ELISA
anteriores.

12.3.c. Interpretacion de los resultados y analisestadistico

Se siguio el mismo criterio que en los ELISA aruess.

12.4. ELISA IgA

Tras el estudio de las inmunoglobulinas IgG totdlgll, IgG1 e IgG2 con tres
tipos de tapizados de ELISA distintos, pareciar@s@nte realizar un ELISA en el que
valorar las IgA en todos los animales y a lo ladgotodo el estudio. Esta informacion
nos podia proporcionar, al menos, una idea detlacon de la inmunidad de las
mucosas, considerando que la concentracion deirastanoglobulina en el suero es
minima (de Arriba, 2002). Las placas se tapizaron ps tres tipos de antigenos
utilizados en la valoracion de las otras inmunogliolas y se llevd a cabo con la misma
metodologia.
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13. lIdentificacion de las proteinas de unién a la
transferrina

Finalizado el proceso de purificacion, se considded interés conocer la

identidad de las proteinas y con que funcion sergraban relacionadas.

Inicialmente, se preparé un gel de una dimensidngleque se separaba la
muestra con las proteinas de unién a la transéefapartado 4.7 de materiales). Se tuvo
gue medir con exactitud la concentracion proteital tque se colocaba en el gel, para
poder utilizar posteriormente sistemas de ideuwitiiin 0 secuenciacion de proteinas.

La tincion se realizo con azul Coomassie coloidphftado 4.10).

Para la identificacion de las bandas obtenidaséeoesario su corte e inmersion
en un pequefio volumen de agua milli Q, donde sdem&m a 4°C hasta su digestion.
En el proceso de identificacidon, se considerd gquaphricion de una sola banda proteica

en el gel, no suponia la presencia de una Uni¢aipeo

Figura 3.4. Aparatos utilizados para llevar a cabo la primgraegunda dimensién en los geles de

acrilamida 2D.

13.1. Digestion de las muestras

Para llevar a cabo la digestibn de las muestras,camienza por su
deshidratacion. Para ello, se afiade acetonitridbaheubrir cada una de las bandas de
gel, dejando actuar unos 5 minutos para que eegghya deshidratando y liberando el
colorante. La operacion se repite un par de veckss ynuestras se secan al vacio
mediante un sistema Speed-vac durante alrededdb aeinutos. Para la reduccion y
alquilacion, se cubren las bandas con DTT 10 mMIEgHCO; 25 mM y se mantiene
a 56°C durante 30 minutos. Tras este tiempo, sdienan las muestras a temperatura
ambiente, se elimina el DTT y se aflade acetonitjile se deja actuar durante 5

minutos. Posteriormente, las muestras se incuban iedoacetamida 55 mM en
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NH4HCO; 25 mM durante 15 minutos en oscuridad y sin agiir papel de la

iodoacetamida consiste en la adicion de gruposeartdometilos.

El siguiente paso consiste en la incubacién cotoaitglo durante 5 minutos,
seguido de la adicion de NHCO; 25 mM, incubando 5 minutos a temperatura
ambiente, tras los cuales y sin retirar el sobrente] se aflade el mismo volumen de
acetonitrilo, incubando 15 minutos. Se retira ddrenadante y se secan las muestras al
vacio en un sistema Speed- vac durante 30 minRé&ra.la digestion de las muestras, se
aflade tripsina (Roche) en una concentracion deriifZld en NHHCO; 25 mM, hasta
que se cubre la banda deshidratada y se incub&lenumos 45 minutos, para que la
tripsina se absorba sin que llegue a actuar. 8a sttsobrenadante, se afiade el tampdn
sin tripsina hasta cubrir completamente las bagdssincuba toda la noche a 37°C. Al
dia siguiente se centrifugan las muestras y eksalolante se transfiere a un tubo nuevo
en el que se afiadia BHCO; 25 mM. Por ultimo, se tomaba 1 ul para la idecdadion
(Sechiet.al, 1998).

13.2. Identificacién de las muestras

Las muestras se identificaron por MALDI-TOF, sisteapropiado cuando la
muestra no contiene muchos péptidos. Este sistenbasa en situar la muestra sobre
una matriz, el laser toca la muestra y la evaparajatriz cede un proton y, una vez
ionizada, discurre por los campos magnéticos dgpeqy se puede calcular la masa por
la velocidad con la que recorre un espacio, y sergaogiendo los diferentes tiempos
de vuelo. Se va obteniendo asi la huella peptideacada una de las muestras
disparadas en el MALDI-TOF, que seran comparadasagrbases de datos hasta

proceder a su identificacion (Martinez-LopezRal, 2008).

Para la identificacion se utiliza un analizador epectometria de masas de
proteinas 4700 MALDI- TOF/TOF (Applied Biosystem$hdos los espectros de masas
son calibrados internamente, usando péptidos aettaligestion de la tripsina. La placa
se introduce en el MALDI-TOF, que dispara cada dedas muestras, y los resultados
son recogidos en el GPS Explorer ™ 3.6 que fittedecciona y efectla la busqueda con
programas especificos y bases de datos. Para n#fickcion de las proteinas, los
espectros de masas son buscados utilizando unwiiceocal de MASCOT 1.9 de

Matriz Science. La base de datos de secuenciasigastes la del NCBI dd. parasuis
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14. Inmunoprotedmica

Una vez identificadas las proteinas de unién ardafdrrina, se valord la
presencia de proteinas imundgenas y la evolucidosdeiveles de anticuerpos frente a
ellas a lo largo del experimento, sobre todo enebagl grupos de animales que
sobrevivieron a la infeccion. Se estudiaron estBseahcias en el grupo de animales
inmunizado con la vacuna comercial y en los dosp@guinmunizados por via

intramuscular o intratraqueal con el extracto pecotée unidn a transferrina.

Para llevar a cabo los estudios de inmunoprotegnseapreparé un gel de
electroforesis bidimensional, en el que la muesteasepara primero por punto

isoeléctrico y después por su masa molecular.

14.1. Realizacion de geles 2 DE

El extracto proteico de union a la transferrin@iseuentra disuelto en un tampon
con muchas sales, que no resulta compatible cgel@e dos dimensiones, por lo que
es necesario proceder a su precipitacion con d&cidoroacético/acetona (apartado
4.11.a) y disolver en tampon de hidratacion (apartall.b de materiales). Por ultimo,
se mide la concentracion proteica de la muestreiptada por el método “RC y DC”
(apartado 4.11.c de materiales), ya que el tampdnidtatacion no es compatible con el
método Bradford para la cuantificacion de proteinas

14.1.a. Hidratacién de la muestra

Una vez mezclada la muestra con el tampon de hiiéat, se le afiadia 2 mg de
azul de bromofenol y se preparaba un volumen fieaB50 ul, con una concentracion
final de 250 pg de las proteinas de prueba. Seiaiiahfolitos y DTT y se dejaba
actuar 30 minutos, transcurridos los cuales serifiggaba a 13.000 rpm 10 minutos a
temperatura ambiente y el sobrenadante obtenidtils@ba para hidratar las tiras que
deberian ser separadas por punto isoeléctricos(Tinanobilind™ Dry Strip pH 3-11,
18 cm, GE Healthcare). Estas tiras se situabam gmapio sarcéfago y se sellaban con
un aceite de cobertura, se dejaban hidratando 128 [a015°C y sin voltaje en Ettan IPG

phor (Amersham), donde después se separaban earfulet punto isoeléctrico.
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14.1.b. Primera dimensién. Separacion por punto isbéctrico

Una vez hidratadas las muestras se cortaban pexjfieigmentos de papel de
filtro que, humedecidos en agua milli Q, se colarabn el anodo y en el catodo del
sarcofago, para recoger el exceso de coloraneroglama de separacion utilizado fue
el siguiente: 500V, 3 horas; gradiente 1.000V, Gabpgradiente 8.000V, 3 horas y
8.000V, 10 horas y media. Cuando el programa finhh y la muestra se habia
separado en la tira por su punto isoeléctricotitas se almacenaban a -80°C hasta el

momento de su procedimiento en una segunda dinrensio

14.1.c. Segunda dimension. Separacion por peso nwlkar

Los cristales en los que se preparaban los gelesndger lavados con SDS al
10% y agua milli Q. Se preparaba el polimerizadergeles donde se afadian las

cantidades oportunas para la realizacion de 2 delesrilamida (apartado 4.11.d).

Para colocar las tiras en la segunda dimensioro®mgéles era imprescindible
llevar a cabo su equilibrado previo, mediante sipg@n del mismo nombre (apartado
4.11.e de materiales). Para ello, la tira se ingald® minutos en 20 ml de tampo6n de
equilibrado + 0,4 g DTE vy, transcurrido este tieponinutos mas en 20 ml de tampon
de equilibrado + 0,5 g de iodoacetamida + 2 mg zid de bromofenol, que nos

permitia comprobar como se iba produciendo la separ de la muestra.

Equilibradas las tiras, se disponian entre lossgete acrilamida y se sellaban
con una solucion de agarosa del 0,5%. Los gelesntseducian en el equipo
electrophoresis ETAM system DAL(Rmersham) con tampén de electroforesis
(apartado 4.11.f), durante toda la noche. La panhera se sometia a 0,5 W cada gel y
posteriormente a 1 W durante toda la noche, de raaedrigerada para mantener la

temperatura constante de 15°C.

Terminando este proceso, uno de los geles se tefiiaazul de Coomassie
coloidal (para observar el patrén sfgotsobtenido) y se almacenaba a 4°C,con el fin de
poder seleccionar posteriormente alguna proteipadgr proceder a su identificacion.

Con el otro gel, se llevaba a cabanehunoblotting
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14.2.Immunoblotting

El gel se transferia a una membrana de nitrocelut@sa enfrentar ésta a los
diferentes sueros del experimento y comprobar spseciaban diferencias. Para llevar
a cabo la transferencia, se realizaba todo el gnmgento en las mismas condiciones
que para la transferencia de los geles de una digrenpero con las cubetas y las
“sandwicherasde mayor tamafio (apartado 4.9). Se transferiarder3 horas a 4°C,
con un amperaje constante de 250 mA. Posteriormeeteenia la membrana de
nitrocelulosa con rojo Ponceau durante 2 minutos, agua milli Q, se eliminaba el
exceso de colorante y se escaneaba la membranaqgudiranar que la transferencia se

realizaba correctamente. Para eliminar completagreditolorante se afiadia TBS 1X.

La membrana se bloqueaba con TBS 1X con un 5%cathe ldurante 2 horas, a
temperatura ambiente y ligera agitacion. Tras efjlto, se lavaba la membrana con
TTBS haciendo 3 lavados de 15 minutos, se enfrantdbanticuerpo primario (el
seleccionado dentro de los sueros de nuestro exg&io en un momento concreto) a
una diluciéon 1:100 en TTBS con un 1% de leche ylejaba toda la noche a 4°C en
agitacion lenta. Tras la incubacién con el antipaeprimario, se lavaban las
membranas abundantemente (5 lavados de 20 mimutoETBS) y se incubaban con el
anticuerpo secundario, anti IgG de cerdo marcadws peroxidada (Sigma), a la
concentracién especificada por el fabricante, eI Tcon un 1% de leche. Esta
incubaciéon se llevaba a cabo durante 2 horas aetatypa ambiente, en agitacion.
Posteriormente, se repetia como minimo los misenaedbs que tras la incubacion con
el anticuerpo primario y, a continuacion, se llea cabo el revelado por

quimioluminiscencia.

Para volver a utilizar la membrana (hasta 3 veat)ja ser deshidratada para
eliminar los anticuerpos, ya que es importantezatilsiempre la misma membrana con
sueros desde el momento O del experimento hasfiaadizacion. Para deshibridar la
membrana se utilizaba un tampén ddmercaptoetanol, SDS y Tris-HCI a 56°C
durante 30 minutos en agitacién y se efectuabaadt@ hasta la eliminacién completa
de los anticuerpos. Los mejores momentos del eskrios que comparar |lbsotting
eran: antes de las inmunizaciones, tras la 12 irmacidn, tras la 22 inmunizacion (que

coincidia con el momento justo antes de la infegcyddias después de la infeccidn.
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Resultados

1. Obtencién de la proteina TbpA recombinante

1.1. Determinacion de la secuencia del tippf en el serotipo 5 de
H. parasuis

El primer paso fue amplificar el gettbpA del serotipo 5 deH. parasuis

Basandonos en la secuencia nucleotidica de laNagasaki depositada en la base de
datos del Gene Bank, se disefiaron los cebadoresos\UEbpAF y RTC33R, que

amplificaban completos los 1,9 kb que comprendeeetbpA

En primer lugar, se extrajo el ADN gendmico He parasuis mediante el
procedimiento del fenol-cloroformo. Para su amgdiion, se utilizaron los cebadores
TbpAF y RTC33R y se llevd a cabo un protocolo ddRR@rmal utilizando undaq
"high fidelity" (en sucesivas pruebas se pudo caig@r que la tasa de error de ésta era
practicamente nula). Tras la amplificacion y migsacen un gel de agarosa, se
comprobé que la banda obtenida era de 1,9 kb.dEsthicto de PCR se purificé y fue
enviado a secuenciar al "Servicio de SecuenciaGiénomica" de la Universidad de
Valencia, para comprobar que la cepa de trabagideleera la correcta y que, por lo

tanto, la secuencia del gdpAtambién lo era.

1.2. Estudio de las reqgiones conservadas de laipeoTbpA en el
serotipo 5 deH. parasuis

Tomando como referencia la base de datos del Gemk B el programa
Claustal W, se realizaron alineamientos del tipg\ de H. parasuisde varios serotipos
y de la secuencia del mismo gen en especies relag, con el fin de conocer las

regiones mas conservadas filogenéticamente.

La proteina TbpA es una proteina integral de mengbreon 22 lamina$
antiparalelas y transmembrana que forman un canka smembrana externa por el que
penetra el hierro. Estas laminas se conectan shinediante un conjunto de 11 bucles
0 lazos extracelulares y 10 mas periplasmicos. Aengn un primer momento la
intencion era utilizar el extremo amino terminah estudios anteriores se habia
demostrado que dicho extremo es muy hidrofébicobgblemente por encontrarse
anclado en la membrana), por lo que fue elegiddragmento que comprendiera un

lazo extracelular, para asegurar la exposiciorstie@oteina.
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Siguiendo este criterio, se decidio utilizar ungfreento nucleotidico desde el
nucledtido 301 al 901, es decir, 600 nucledtidds gue es lo mismo, 200 aminoacidos
intermedios. A partir de él se disefiaron los celsjoGIJM-F y GJIM-R, que
amplificaron este fragmento. Se realiz6 la PCRuwoprotocolo normal pero alargando
el tiempo de extension a 30 minutos. Se prepargelimle agarosa para comprobar la
existencia de esta banda a su tamafio adecuadorifsedpel producto de la PCR y se

envio a secuenciar para su comprobacion.

1.3. Clonacién

Para llevar a cabo la clonaciéon, se siguieron lagopolos detallados en el
apartado 6.4 de "Material y Métodos". Obtenidas tamdonias que poseian la
construccion p-BAD-Thio-TbpA-V5-his, se procediécamprobar que el inserto se
habia colocado correctamente y en la orientaciécusmtla. Con este propdsito se llevo
a cabo una PCR con el cebattoward del vector Trx Seq y con el cebadeversedel
fragmento GIJM-R, obteniéndose una band&@i®pb en aquellos clones que tenian la
construccion dentro y bien orientada, como se poédervar en el gel de agarosa de la

Figura 4.1.

1 2 3 4 5 o6 7 8 9 10 11
— — p— p— . —

Figura 4.1. Gel de agaros&arril 1 : marcador de peso molecular de 10 a 0,25kb (Bisxdoarriles 2, 4,

5, 7 y 10 clones negativo£arriles 3, 6, 8, 9 y 11clones positivos, con la banda de 600 pb

Con el fin de confirmar el resultado anterior, secpdié a secuenciar el ADN
plasmidico extraido de los clones con la consténctiien orientada (con el cebador
forward y el reversedel vector). La secuenciacion demostré0 que larcnse era

correcta, sin haberse producido ningiin cambio d&atido.
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1.4. Expresion y solubilizacion

Para comprobar que la expresion y solubilizaci@@adas a cabo segun los
protocolos recogidos en el apartado 6.4 (Materidétodos), habian sido realizadas
correctamente, se midieron las concentracione®ipast obtenidas con los diferentes
porcentajes del inductor, en este caso arabinogdistetos tiempos. Se probaron
concentraciones del 0,02, 0,05, 0,075, 0,09, 0,02% de arabinosa y tiempos de 30,
60, 90 y 120 minutos. Los resultados obtenidossestnan en la Tabla 4.1.

Aunque en las incubaciones mas cortas la mayoreoctracion de proteina
recombinante se obtuvo con la concentracion derersd mas alta de las probadas, al
prolongar la incubacion se redujo la concentradénnductor necesaria para producir
los mejores resultados. De modo particular, lagdiciones Optimas de expresion se
alcanzaron al incubar durante 2 horas en preseteiain 0,075% de arabinosa,

obteniéndose 2400g/ml de proteina recombinante.

Tabla 4.1 Resultados de concentracion de proteina reconteinampg/ml, obtenidos a partir de diferentes
cooncentraciones y tiempos del inductor arabinosa.

Tiempo (min) | 0,02% 0,05% 0,075% 0,09% 0,15% 0,2%
30 500 520 520 520 550 550
60 1100 1110 1200 1190 1189 1201
90 1500 1540 1580 1530 1508 1576
120 1980 2000 2400 2100 2100 2000

Con el fin de comprobar que el fragmento del g@pmA contenia los 600

nucleodtidos previstos, a los que se debian suregrdsos de la tiorredoxina, del sitio de
reconocimiento para el anticuerpo monoclonal altiyMos 6 residuos de histidinas, se
llevé a cabo un SDS- PAGE (Figura 4.2) en el geeblandas correspondientes a un
resultado positivo debian estar proximos a los[28&. k
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e e

Figura 4.2. SDS-PAGE. Expresion de la proteina de fusion Tpé 120 minutos de incubacién
a 37°C con diferentes concentraciones de arabifi@sel 1 : marcador de peso molecular de 250
a 10 kDa (Biorad)Carril 2: E .coli LMG194 transformada con nuestra construccion garo
inducir. Carril 3: E. coli LMG194 transformada con nuestra construcciéon edit con un
0,02% de arabinos&arril 4 : E. coliLMG194 transformada con nuestra construccion adiu
con un 0,05% de arabinog@arril 5: E. coli LMG194 transformada con nuestra construcciéon e
inducida con un 0,075% de arabinosa.

Para comprobar que la banda que se apreciabagai glque se inducia con
arabinosa era el fragmento proteico de pruebdew@ & cabo ummmunoblottingcon el
anticuerpo monoclonal anti-V5, que reconoce elaqitlocalizado en el extremo
C-terminal de la proteina de fusion. Se introdujecomo controles una muestrade
coli sin la construccion y otra muestra con ella, p&roinduccién del fragmento
proteico, al no haberse afadido arabinosa. Comastnaiseen las que se esperaba el
fragmento proteico, se estudiaron las inducidas won0,075% y con un 2% de
arabinosa, en las que tuvo lugar la unién del aetfo monoclonal, como se aprecia en

la Figura 4.3.
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— 38, 5kDa

Figura 4.3. Immunoblotting Carril 1: marcador de peso molecular de 250 a 10 kDa (Bjorad
Carril 2: E. coliLMG194 no transformad&arril 3: E. coliLMG194 transformada con nuestra
construccion pero sin inducir con arabindGarril 4 : E.coli LMG194 transformada e inducida

con un 0,075% de arabino<@arril 5: E.coli LMG194 transformada e inducida con un 2% de

arabinosa.

1.5. Purificacion

Siguiendo los protocolos anteriormente detalladosleapartado de "Material y
Métodos" se procedio a la purificacion de la TbpACon el fin de confirmar que
solamente se obtenia el fragmento proteico espesadarepararon geles de acrilamida

en los que se obtuvo la banda correspondiente5kB®, (Figura 4.4).

1 2 3 4
e —
—
| —

Figura 4.4. SDS-PAGE con la purificacion de la proteina d&adn ThpA.Carril 1: marcador
de peso molecular de 250 a 10 kDa (Biordhrril 2 : extracto proteico antes de purificar.
Carriles 3 y 4 proteina de fusién ThpA tras la purificacion.
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2. Inmunizacion de conejos. Obtencién de anticuerfso
policlonales frente a las TbpA y TbpB recombinantes

2.1, ELISA

Los resultados del proceso de inmunizacion denrostrgue los niveles de
anticuerpos detectados mediante ELISA (densidadadge los sueros) correlacionaban

directamente con el procedimiento de preparacidagdistintas emulsiones.

Los sueros de los conejos inmunizados con las ipesterecombinantes
purificadas a partir del gel de acrilamida (antyéa"), presentaron niveles 11 y 15
veces superiores a los correspondientes al pepmalao a la inmunizacién (dia 0). Por
su parte, los correspondientes a las inmunizacitbexssdas a cabo con las emulsiones
proteicas obtenidas a partir de la banda de nitrtmsa resuspendida en PBS (antigeno
"a") o en dimetilsulféxido (DMSO) (antigeno "b")gsentaron niveles de anticuerpos 5
veces superiores a los obtenidos antes de la imaidh (dia 0). Los controles
correspondientes a los sueros de los conejos @asii con PBS no mostraron

anticuerpos. Estos datos se ilustran en la Fig&a 4

Cada uno de los sueros se analizé por triplicagde gbservaron las variaciones

en la densidad optica como sefial de la produc@dmntcuerpos.
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Figura 4.5. Densidades 6pticas mediante ELISA después ddifagntes inmunizaciones:
fragmentos de nitrocelulosa con la proteina reconartie purificadab: el mismo antigeno
anterior, pero tratado con DMSQ: fragmentos de gel de acrilamida con la proteina
recombinante purificadal: extracto proteico purificade: PBS.
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Se aplicé el programa informatico SPSS (versio®)l@ara comprobar si las
diferencias que se apreciaban entre los diversianiientos eran estadisticamente
significativas. En el caso de las inmunizacionas laoTbpA-r, el grupo control mostré
diferencias significativas con el resto de tratamus utilizados y, en el caso de las
inmunizaciones con fragmentos de nitrocelulosagxistieron diferencias al ser tratada
con DMSO, como tampoco se encontraron en el casa mhenunizacién con el gel o
con el extracto purificado.

En el caso de la TbpB-r, los Unicos resultados rmué@resentaban diferencias
estadisticas entre ellos correspondieron a los aesrinoculados con el gel y con el

extracto purificado, segun se observa en la TaBla 4

Tabla 4.2.Estudio estadistico entre los diferentes tratarogent

Comparacion entre
diferpentes grupos g e

avsb NS S (0,0043)
avsc S (0,0043) S (0,0043)
avsd S(0,0037) S(0,0021)
avse S (0,0005) S(0,0016)
bvsc S (0,0049) S(0,0031)
bvsd S(0,0043) S (0,0037)
bvse S (0,0006) S (0,0029)
cvsd NS NS

cvse S(0,0031) S( 0,0029)
dvse S (0,0028) S(0,0017)

a: fragmentos de nitrocelulosa con la proteina rdtoamte purificadab: el mismo antigeno anterior, pero
tratado con DMSOc: fragmentos de gel de acrilamida con la proteirecombinante purificadad:

extracto proteico purificad@ PBS.vs: versusS: significativo (p<0,005)NS: no significativa

2.2. Actividad bactericida del suero

Se valoré la disminucion de un numero determinagl® BC/ml deH. parasuis
expuestas a sueros de animales inmunizados medamtédistintas preparaciones

antigénicas a las que se ha hecho referencia.

En la Figura 4.6 se muestran las diferencias obdes/respecto a la actividad
bactericida. Tanto cuando se utilizaba el fragmeprtiieico TbpA-r como antigeno,
(Ag), como cuando se empleaba el TbpB-r, se obksargae todos los sueros de los
grupos inmunizados producian una reduccién muy adarael nimero de UFC/ml
cuando se comparaban con los controles del estnided grupo inoculado con PBS ni
el control correspondiente al complemento comerpiadujeron reduccion en el

namero de UFC/ml).
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Figura 4.6. Actividad bactericida del suero dependiendo daliferentes preparaciones de las
proteinas recombinantes TbpA o Tbp&; fragmentos de nitrocelulosa con la proteina
recombinante purificad&: el mismo antigeno anterior, pero tratado con DMS@agmentos
de gel de acrilamida con la proteina recombinantigada.d: extracto proteico purificade
PBS.f: control de complemento basado en la mezcld.dgarasuisy complemento comercial
"baby-rabbit".

Para comprobar si las diferencias que se apreci@madas graficas eran
significativas, se llevo a cabo el analisis dedatos con el programa informatico SPSS,
utilizando un ANOVA para comparaciéon de medias ebfactor de Tukey. Todos los
tratamientos presentaron diferencias estadistice@msignificativas con los grupos
control, pero no se apreciaron entre las divensasimizaciones experimentales. Esto

sucedio tanto en el estudio con la TbpA-r comolaorbpB-r (Tabla 4.3).

Tabla 4.3Estudio estadistico entre los diferentes tratatogen

Comparacion entre
difefentes grupos REba REE
avsh NS NS
avsc NS NS
avsd NS NS
avse S(0,0024) S(0,0023)
avsf S(0,0033) S(0,0036)
bvsc NS NS
bvsd NS NS
bvse S(0,0027) S (0,0024)
bvsf S(0,0042) S(0,0033)
cvsd NS NS
cvse S (0,0019) S(0,0026)
cvsf S (0,0031) S(0,0012)
dvse S(0,0026) S(0,0047)
dvsf S(0,0032) S(0,0038)
evsf NS NS

a: fragmentos de nitrocelulosa con la proteina rdpamte purificadab: el mismo antigeno
anterior, pero tratado con DMSQ@: fragmentos de gel de acrilamida con la proteina
recombinante purificadal: extracto proteico purificada PBS.f: control de complemento
basado en la mezcla d¢ parasuisy complemento comercial "baby-rabbit’s: versus.S:
significativo (p<0,005)NS: no significativo.
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2.3. Verificacion de la especificidad de los argiqos policlonales
mediantammunoblotting

Para demostrar la especificidad de los anticuegpptislonales obtenidos en las
inmunizaciones, se realizé immunoblottingutilizando extractos de la cepa Nagasaki
de H. parasuis la cepa WF83 dé. pleuropneumoniaey la cepa CIP 5710 ds.
aureus Los sueros policlonales de prueba fueron losespondientes al grupo de

animales inmunizados con el fragmento proteicorobtea partir del gel de acrilamida.

Se produjo reconocimiento éh parasuisy A. pleuropneumoniapero no ers.
aureusni en el control K. parasuissin suero como anticuerpo primario) (Figura 4.7).
Lo mismo ocurrié cuando los sueros analizados lscorrespondientes al fragmento

proteico TbpB-r inoculados a partir del gel.

] ; 3 1 3 i} 1
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Figura 4.7. Immunoblottingutilizando como anticuerpo primario suero frentla &bpA. Lineas 1y 2
extracto de la cepa Nagasaki lde parauis serotipo 5Lineas 3 y 4 extracto deA. pleuropneumoniae

WF83. Linea 5 Extracto deS. aureusCIP 5710.Linea 6. Extracto deH. parasuispero sin anticuerpo

primario.Linea 7: marcador de peso molecular (BioRad)
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3. Prueba experimental con cerdos privados de calos

3.1. Monitorizacion de la temperatura

Desde el momento de la infeccion, en todos los alesrse midio la temperatura
rectal (Tabla 4.4, anexo). Los pertenecientes aparcontrol (no inmunizados),
inoculados con PBS, presentaron un incremento eantg@eratura corporal (3°C por
encima del valor normal) durante todo el periodst@aor al desafio, mientras que las
temperaturas de los animales de los grupos inmadioszeon las TbpA-r y TbpB-r solo
aumentaron ligeramente su temperatura (1-1,5°CGepcima del valor normal durante
las 48 horas posteriores al desafio). Los grupmsimizados con la vacuna comercial o
con las proteinas de unién a la transferrina (Tdtp-mo presentaron cambios

apreciables en sus temperaturas rectales duraltetexperimento.

Los resultados obtenidos se estudiaron medianeogtama informéatico SPSS
(version 17.0) para comprobar la existencia de reliigias estadisticamente
significativas en cada uno de los grupos y comphrdas grupos entre si en cuatro
momentos del experimento (a las 24, 48, 72 y 14dshpost-infeccion). Dentro de cada
grupo se apreciaron diferencias estadisticamegidéisativas a las 24 y 48 horas en los
grupos control (p=0,0021; p=0,0032, respectivamenten los inmunizados con las
TbpA-r (p=0,0017; p=0,0033, respectivamente) y TopBp=0,0022; p=0,0043,
respectivamente). En los grupos inmunizados en das todos los animales
sobrevivieron a la infeccibn no se apreciaron diferas significativas en ningan

momento del estudio.

Cuando se comparaban entre si los grupos en lesediés momentos del
experimento, se observo que no existian diferersigasficativas entre los grupos a las
0 horas (como era de esperar), a las 72 y a lahdds, mientras que a las 24y 72
horas se podian dividir los grupos en dos blogoés ¢éos que si se producian éstas: por
un lado, el grupo control y los inmunizados coMbgA-r o la TbpB-r y, por otro, el

grupo comercial y los inmunizados con las proteirsivas de union a la transferrina.
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3.2. Signos clinicos vy lesiones anatomopatoldgicas

Después del desafio, en funcion de los sintomaga$i observados, los seis
grupos fueron reducidos a tres: un grupo que seidenmd protegido totalmente
(compuesto por el inmunizado con la vacuna comeza las proteinas de unién a la
transferrina por via intramuscular y con este mismtigeno por via intratraqueal), un
grupo parcialmente protegido (integrado por los cerdos inmunizados con las FbpA
TbpB-r) y un grupao protegido (el grupo inoculado con PBS). Estos ultimos angmal
presentaron de forma muy evidente sintomas de slépredebilidad, incoordinacion

motora, inflamacion de las articulaciones (Figu),danorexia, disnea grave y tos.

no protegidos. Postracion e inflamacion de la aldition tibio-tarsiana.

Los animales parcialmente protegidos presentaromitama evolucion, pero
debido a la proteccion inducida por las formulaegmrios sintomas fueron mas leves.
Dos integrantes del grupo inmunizado con la TbpAwno del inmunizado con la
TbpB-r manifestaron debilidad, pérdida de apetitdiggra hipertermia en los tres
primeros dias después del desafio, recuperandtsenémte al cabo de la primera
semana y sobreviviendo hasta el final de la pruebs.animales totalmente protegidos
no presentaron ninguno de los sintomas descritdsdgs sobrevivieron hasta la

conclusion del estudio.

Todos los cerdos pertenecientes al grupo conti®E)Mnurieron entre las 24 y
48 horas después del desafio (0% de superviveriElajjrupo inmunizado con la
TbpA-r present6 un 33% de supervivencia y las nesesé produjeron entre las 24 y 72
horas posteriores al desafio. En el grupo inmuwizazh la TbpB-r, un 80% de los
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animales murieron entre las 48 y 72 horas sigusergtela infecccion (20% de
supervivencia). Por el contrario, los grupos inmadbs con la vacuna comercial o con
las proteinas de union a transferrina, presentarod00% de supervivencia hasta el

final del estudio (15° dia después del desafio).

3.3. Estudio anatomopatoldgico

Todos los animales del grupo control, inoculadas BBS, y la mayoria de los
inmunizados con las TbpA-r (4/6) o TbpB-r (5/6) gomrieron tras la infeccion,
mostraron alteraciones inflamatorias caracteristib@ una infecciébn causada pdr
parasuis En estos animales se observaron signos de pdigsrfibrinosas graves en
pericardio, pleura y cavidad abdominal, con heldeadbrina sobre la superficie de las
serosas (Figura 4.9, A, B y C). En algunos cerdopws# apreciar una moderada
poliartritis fibrinosa localizada, sobre todo erstay carpo (Figura 4.9, D). También se
observé un exudado de fibrina en la articulacideméd-occipital de uno de los animales
del grupo inmunizado con la TbpB-r. Otra de ladoless inflamatorias observada

consistié en una meningitis grave (Figura 4.9,B.y

Respecto de las lesiones vasculares, los anima&esngrieron tras la infeccion
presentaron edema, congestion, hemorragias, caa@ulatravascular diseminada y
trombosis vascular (Figura 4.10). El bazo de estosnales presenté apariencia
macroscopica normal pero microscopicamente se vdrser depdsitos de fibrina en la
zona marginal de las pulpas blanca y roja, asi congogran deplecién de linfocitos,
debido a la linfolisis en desarrollo (Figura 4.14, B, y C). Tanto las lesiones
esplénicas como las alteraciones vasculares resuliompatibles con un proceso

septicémico, que justificaria la muerte de los at@s

Los animales que sobrevivieron a la infeccion, fyexon inmunizados con la
vacuna comercial o con las proteinas de unionresfeerina por cualquiera de las dos
vias, presentaron una considerable reduccion dedemes. Solo se pudo observar una
moderada peritonitis fibrinosa en la mayoria de iladividuos pertenecientes a los
grupos inmunizados con las proteinas de uniénrafererina que, en el caso del grupo
inmunizado con la vacuna comercial, resulté muchés neve (Figura 4.9, G).
Microscopicamente, la mayoria de estos animaleseptaron congestion leve y

hemorragias escasas. En el grupo de animales imados con la vacuna comercial se
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pudo observar trombosis vascular moderada. En ésgesgrupos de animales, que
sobrevivieron hasta el sacrificio, se observo Injasia de la pulpa blanca del bazo
(Figura 4.11, Dy E).

En la mayoria de los animales de los diferentepaguse describieron asi
mismo, otras alteraciones sin aparente relacionlaamfeccion po. parasuis,como
es el caso de la presenciahilgerqueratosis y en algunos casos de Ulcerastaimago,

asi como aclaracion de masas musculares, en algonas.

Las principales lesiones macroscopicas y microsedpiobservadas en los

diferentes grupos experimentales se resumen eabla 7.5.

Figura 4.9. Lesiones inflamatoriasGrupos de animales que no sobrevivieron a la infeidn: A:
peritonitis intensaB: pleuritis fibrinosa intensaC: hidropericardio con floculos de fibrinB: poliartritis
en tarsoE: meningitis (H.E.)F: exudado inflamatorio de las meninges (H.BEjupos de animales que

sobrevivieron a la infeccion:G: leve peritonitis. (H. E.: tincidn por hematox#igosina).
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Figura 4.10. Lesiones vasculares\: edema de la vesicula biligB: corte microscépico de la vesicula
biliar: mostrando la presencia de edema (H.E:)edema alveolar de pulmén y hemorragias (H.B:).
congestidn y hemorragias perivasculares en encéfh.). E: congestion y hemorragias en un ganglio
linfatico (H.E.).F: coagulacion intravascular diseminada en rifoE (HG: trombosis vascular (H.E.). (H.

E.: tincién por hematoxilina-eosiha
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Figura 4.11. Lesiones esplénicadnimales que murieron tras la infeccion: A necrosis de linfocitos y
extravasacion de proteinas plasmaticas (HEE.)bazo, necrosis de linfocitos en el centro deictob
esplénico con presencia de restos nucleares. (HCE.pazo, necrosis de linfocitos esplénicos (H.E.).
Animales que sobrevivieron a la infeccion: Dhiperplasia de pulpa blanca en el b&ohiperplasia de

pulpa blanca en el bazo, microscépicamente (H.(H.)E.: tincién por hematoxilina-eosi)1a
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Tabla 4.5. Resumen de las principales lesiones macroscépiaascipscopicas en los diferentes grupos
experimentales de los cerdos privados de calostro.

GRUPO EXPERIMENTAL

_ i Vacuna Tbp-nat Tbp-nat
Ccr’]”_tzo' Ttr’]p_% ¢ T?}"_Ab, "1 Comercial (im) (it)
a B a n=6 n=6 n=6
LESIONES VASCULARES:
Congestion + + + + + +
Edema:
Cerebro| ++ + + - - -
Pulmén ++ + + + + _
Vesicula biliar ++ ++ ++ + - -
Hemorragias ++ ++ ++ + + +
Coagulacion
intravascular + + + - - -
diseminada
Trombosis vasculares ++ ++ ++ + - -
LESIONES INFLAMATORIAS:
Meningitis ++ ++ + - - -
Poliserositis fibrinosa:
Pleuritis ++ ++ ++ - - -
Pericarditis| ++ ++ ++ - - -
Peritonitis ++ ++ ++ + + +
Poliartritis fibrinosa + + + + - -
LESIONES ESPLENICAS:
Necrosis de linfocitos + + + - - -
Depositos de fibrina + + + - - -
Hiperplasia linfoide - + + ++ ++ ++

Intensidad de las alteraciones: inapreciabigddves tt), moderadagt) o gravest+).
TbpA-r: proteina de unién a la transferrina A rebamante

TbpB-r: proteina de unién a la transferrina B reciorabte

Tbp-nat (im): proteinas nativas de unién a la fiemisa inoculadas por via intramuscular
Tbp-nat (it): proteinas nativas de union a la tiemima inoculadas por via intratraqueal
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4. Deteccion y aislamiento dél. parasuis

Una vez realizadas las determinaciones mediantedR de las diferentes
muestras de los animales, se procedio a estudierpretar cada uno de los geles de
agarosa, investigando la presencia de diferenciae é0s grupos. En todas las PCR
realizadas se consider6 positivo un resultado cuapdrecia una banda del tamafio de
1,9 kb, el esperado en la amplificacion de la pnatelbpA de la cepa Nagasaki del

serotipo 5 déd. parasuis

4.1. Cerdos inmunizados con la TbpA recombinante

il 3
CERDO 1 ThpA CERDO 2 ThpA

‘ Cavidad _
Cavidad Tarzo dodminal  Dazo Cerhrn Positivn

Tarsa ahdowinal  Baza  Cembro  Positho
Carpo Hizado | Corszén | Pubmin | Hegatio

Capo | Higado | Corazén | Pubmén | Hegativ

Tamatio de labands
de ThphideHpss

Figura 4.12Resultado de las PCR del cerdo n°1 Figura 4.13Resultado de las PCR del cerdo n°2
CERDO 3 ThpA CERDO 4 ThoA
Cavidad
Tarso shdominal  Bazo Cerebro  Positivo Clavidad
Capo | Higado | COMZ6n | Pubmdn | Negativo Taso  ghdominal ~ Bazo  Cerebtn  Positiro

Carpo Higado | Corazén | Pulmén | Negativo

Tarmafio de labanda

de Thph Hpe3  — Tarnafio de labands
Thp& Hpsd
Figura 4.14Resultado de las PCR del cerdo n°3 Figura 4.15Resultado de las PCR del cerdo n°4
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CERDO 5 ThpA

Canridad .
Tarso shdoming] 220 Cerbro Positivo

Carpo Higado Corazon Pulradn HNegatro

Tanmiafin de I
proteina Thpd —
de Hps3

Figura 4.16 Resultado de las PCR del cerdo n°5

CERDO 6 ThpA

Ciavidad
Taso  hdominal  Bazo Cereheo Pasitivo

Carpo Higado | Corazdn

Pulmdn | Hegatnen

Tarmafio de la
protefna Thpd —
de Hpsd

Figura 4.17.Resultado de las PCR del cerdo n°6

Los resultados individuales de este grupo mostrdosnsiguientes cambios

detectables: en el cerdo n° 1, que vivid hastachemto de la eutanasia, no se pudo

detectaH. parasuisen ninguno de los érganos o secreciones anali&ipsra 4.12).

En el cerdo n°® 2, que murié 24 horas post-infecddPCR fue positiva en cuatro de

los ocho puntos de recogida de muestras (tarso, barazon y cerebro) (Figura 4.13).

El cerdo n® 3, que murié a las 48 horas post-imdecctambién resultdé positivo en

cuatro localizaciones (higado, bazo, corazén yrej€Figura 4.14). El n° 4, que murié

a las 96 horas post-infeccion, amplific6 la TbhpA sais de los ocho puntos (carpo,

cavidad abdominal, higado, bazo, cerebro y puln{bigura 4.15). En el n°® 5, que

murié a las 24 horas tras la infecciéon, so6lo sealéten dos de las ocho muestras

(higado y cerebro) (Figura 4.16). Finalmente, em®l6, que sobrevivid hasta el

momento del sacrificio, no se detecté ninguna mmagsisitiva a partir de la necropsia

(Figura 4.17).

4.2. Cerdos inmunizados con la TbpB recombinante

CERDO 7 ThpB
Canidad
Tarsn  shdominal Bazo Cerehm Positivo

Capo | Higado | Corazén

Pulidn | Hegatiea

Tarmatio de la
proteina Thpd de
Hps >

CERDO § ThpB

Cavidad

Tast  gdomal Pazo Cewbro Positivo

Capo | Higado | Corazén | Puliin | Negatfvo

Tarmafin de la
proteina Thpd de —
Hps

Figura 4.18 Resultado de las PCR del cerdo n°7
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CERDO 9 ThpB
CERDO 10 ThpB
Carvidad Coh Pt Carvidad
Tuso  abdowzal Bazo - Cerbr Foetm Taso  dhdominal Bazo  Cewbo Positivo
Capo | Higaelo Corazdn Pultadn | Negattvo Capo | Higo | Conzén Pultoin Hegativo

Figura 4.20.Resultado de las PCR del cerdo n°9 Figura 4.21.Resultado de las PCR del cerdo n°10

CERDO 11 ThpB

Cavidad B
Tarsn  shdomdral  Bazo Cershpg  DOsitio
Capo | Hgado | Copgin | Pulwén | Negativo

Tarnafin dz la
handa de
Thph Hps5

Figura 4.22Resultado de las PCR del cerdo n°12

Los resultados obtenidos en relacion con este gdepanimales (cerdos n°® 7 a
12) se resumen del modo siguiente: en el cerdg g€ sobrevivié hasta el sacrificio,
no se pudo detectdt. parasuisen ninguno de los puntos de muestreados durante la
necropsia (Figura 4.18)El cerdo n° 8, que muri6 a las 48 horas post-aibec
amplificé esta proteina en 4 de los 8 puntos amddig (carpo, cavidad abdominal,
higado y corazén) (Figura 4.19). El cerdo n° 9, oueié también a las 48 horas post-
infeccion, resulté positivo en 5 de las 8 muesftasso, carpo, cavidad abdominal,
higado y cerebro) (Figura 4.20). En el n® 10, queidna las 48 horas post-infeccion,
sélo se detectbl. parasuisen el pulmén (Figura 4.21). Por ultimo, en el cenfld.2 se
amplificé la TbpA deH. parasuisen 4 muestras (higado, corazén, cerebro y pulmon)
(Figura 4.22).
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4.3. Cerdos inmunizados con la vacuna comercial

CERDNO 18 Comercial

Cavidad "
Taso  dhomingl D0 Serebmo Fositivo

Ca.rpo H]gado Corazin Pulmdn Negﬁtm

Tarafio de la
banda d
Thpd HpsS

CERDO 19 Comercial

Cavidad
Tama  dhdomindl D20 Cerbm Pasitivo
Carpo Higado | Comazén ubedn | Negati

Tamafio de
proteina Thph
de Hps

Figura 4.23.Resultado de las PCR del cerdo n°18

Figura 4.24.Resultado de las PCR del cerdo n°19

CERDO 20 Comercial

Tarso abdommal Ban  Cerebn Positivo

Carpo Hgsdo | Clorazdn Pulrin | Negatfvo

Tamafio ds Ja
proteina Thph _
de Hps5

CERDQ 11 Comercial

Capridad
Tatso abdormml Bazo  Cerebro Pasitrvo

Carpo Corazdn ulmin Hegativo

Tamafio de la
handa d
Thpd Huss

Figura 4.25.Resultado de las PCR del cerdo n°20

Figura 4.36.Resultado de las PCR del cerdo n°21

CFRDO 12 Cowercial

Cavidad
Tao  dhdomind B0 Corsbo Positivo
Carpo Higadn | Corazén gy | Hegativo

Taafio de la
protedia Thpd —
e Hps3

CERDO 13 Comercial

Cianvidad
Taso  ahdowival Bazo  Cerebro Positivo

Carpo | Higado | Comazén Pubmén | Hegativa

Teammafio de la
banda de
Thmnd Hus3

Figura 4.27.Resultado de las PCR del cerdo n°22
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Todos los animales de este grupo sobrevivieronlggue fueron sacrificados a

los 15 dias post-infeccién. En ninguno de ellops@o detectaH. parasuismediante

PCR, en ninguna de las 8 muestras, recogidas @deanecropsia (Figuras 4.23 a 4.28).

4.4, Cerdos inmunizados con las proteinas natieasiabn a la

transferrina por via intramuscular

CFRI}N) 14 Transfernma IV

Cavadad N
Tarso  ahdowinal  Bazo  Cerbro Positfvn

Capo | Higdh | Corazén Pubén | Megstiv

Tamafio de Ja
handade  —
Thph Hps

CERDO 25 Transferzina IV

Cvidad
Taso  abdominal ~ Bazo  Cershio Positvo

Carpo | Higado Corazin Puldn | Hegattvo

Tamafio de la
banda ds
Thpd Hps5

Figura 4.29.Resultado de las PCR del cerdo n°24

Figura 4.30.Resultado de las PCR del cerdo n°25

CERDIO 26 Transfermma IV

Cvidad
Tarso dhdominal  Baza

Carpo Higado | Corazén | Pulmén Negatro

Cerebro Positivo

Tammafio de labanda
de Thpds de Hpss  —

CERDO 27 Transferrma IN

Taso abdormnal Bazo  Cerchro Positiva

Carpo | Higado | Corazdn Fu]mon Hegatvo

Tamefio delabands
de Thpd d= Hpad

Figura 4.31.Resultado de las PCR del cerdo n°26

CERD( 28 Transfernna IM

Carvidad
Taso  ahdowind Bazo  Cerebma Pasitivo
Carpo | Higado | Corazdn Pultwin | Hegativo
Taiafio de la
bands de —
Thnk Hpsd

Figura 4.32.Resultado de las PCR del cerdo n°27

CERDO 29 Transfernma IN

Carvidad
Tarso  abdowing =~ DaE0  Cerebmo Puositro

Carpo Higadn | Corazdn Pulmén | Megativo

Tamafin de la
banda de
Thpd Hpss

Figura 4.33.Resultado de las PCR del cerdo n°28

Figura 4.34.Resultado de las PCR del cerdo n°29
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Como en el caso anterior, todos los animales de grsipo sobrevivieron a la
infeccion bacteriana, por lo que fueron sacrificad® dias después del desafio. En
ninguno de los puntos muestreados en la necropgado detectad. parasuis por lo
gue el resultado coincidié con el observado enrepa inmunizado con la vacuna

comercial (Figuras 4.29 a 4.34).

4.5. Cerdos inmunizados con las proteinas natigagibn a la
transferrina por via intratragueal

CFRDO 30 Transfernma IT

Tatao abdommal Bazn  Cerehro Positivo

Carpo Corazon Pulrmin Hegativo

Taeeafin de la
bands d
Tond Hps3

CERDO 31 Transferyma IT

Cavidad
Tatsn  shdommal D220 Cerehio Fositivo

Carpo Higadn | Corazén Pulin | Megatieo

Tamafio de la
banda de
Thpk Hps5

Figura 4.35.Resultado de las PCR del cerdo n°30

Figura 4.36.Resultado de las PCR del cerdo n°31

CFRDO 32 Transferrina IT

Tarzn abdam:ml Bazo  Cerehio Positio

Carpo Higado | Corazén Pu]mon Hegatrvo

Tamafio delebands
de Thph de Hps5

CERDO 33 Transfernina IT

Carvidad
ars0 shdominal ~ Pazo Cerebro Positivo

Carpa Higado Corazdn Puledn | Megativn

Tamaflo de la
proteina Thps
de Hps3

Figura 4.37.Resultado de las PCR del cerdo n°32
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CERDO 34 Transferiina IT

Cavidad
Tuse  shdomingl Baze  Cembro Pasitivo
Carpo | Higado | Corazén Pulitén | Negativa
Tarmatio de La
banda de —
Tond Hss

CERDO 35 Transferiina IT

Cavidad .
Tamo  shdowingl D0 Cerbio Positiva
Clarpo Higado | Corazén Pulmdn | Hegativo

Tartefio de la
handa de
Thph Hped

Figura 4.39.Resultado de las PCR del cerdo n°34

Figura 4.40.Resultado de las PCR del cerdo n°35

En este grupo de animales se observo el mismotadsuue en el grupo

anterior: todos los animales sobrevivieron a ladoion y todos los puntos muestreados

resultaron negativos mediante PGRguras 4.35 a 4.40).

4.6. Cerdos control: inoculados con PBS

CERDM) 13 Control

Carvidad »
Tarso ahdnmiral Bazo Cerehro Positivo
Carpo Higado Corazén | Pubmén | Negativo

Tamafio de la
banda de
Thpd Hps3

CERDO 14 Control

Positro
Megatrn

Cerghio
Pultain

Cotazin

Tamafio de la
hands d
Thps Hpsd

Figura 4.41 Resultado de las PCR del cerdo n°13

Figura 4.42 Resultado de las PCR del cerdo n°14

CERT}M) 15 Control

Cavidad
Tarso  ghdominal  Bazo  Cerebro
Carpo | Higado | Corazén

Pogitira
Prlmin Negativ

Tareafio de la
handa de
Thps Hpsd

CERDO 16 Control

Cavitdad
Tarso ahdominal  Bazo Cerbro Positivo
Carpo Higdo | CoMION | Pubmin | Hegstivo

Tarnafin de Ja bands
de Thph Hpsd  —|

Figura 4.43.Resultado de las PCR del cerdo n°15

Figura 4.44.Resultado de las PCR del cerdo n°16
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En este grupo, el cerdo n°® 13, que murid a lasorashpost-infeccion, presento
resultados positivos en 7 de las 8 muestras reasdtddas excepto el pulmén) (Figura
4.41). En el cerdo n° 14, que murié a las 48 h@ast-infeccion, se obtuvieron
resultados positivos en 5 muestras (tarso, caviadominal, higado, corazén y
cerebro) (Figura 4.42). El cerdo n° 15, que murigsa24 horas post-infecccion, resultd
positivo en 4 muestras (carpo, higado, bazo y cerdbigura 4.43). Finalmente, en el
cerdo n° 16 se detectd la ThpA ldeparasuisen 6 de los 8 puntos muestreados (tarso,

cavidad abdominal, higado, bazo, corazén y cerébiglira 4.44).

4.7. Resumen de los resultados

La Tabla 4.6 resume los resultados de deteccid¢h garasuispor PCR.

Tabla 4.6.Resultados de la PCR para la deteccion de la ThpA garasuisdesglosados por cada tipo de
muestra recogida en la necropsia, en los diferdotes experimentales

NuUumero de muestras positivas

Muestras ThpA-r ThpB-r C\éﬁgg;l Tbp-nat (im) | Tbp-nat (it) Control
(n=6) (n=5) (n=6) (n=6) (n=6) (n=4)
Cerebro 4 2 0 0 0 4
Pulmén 1 2 0 0 0 3
Corazén 2 2 0 0 0 3
Bazo 3 0 0 0 0 4
Higado 3 3 0 0 0 3
aggg:frj\?ndal 1 2 0 0 0 4
Tarso 1 2 0 0 0 2
Carpo 1 2 0 0 0 2

Positivos/total|  16/48 15/40 0/48 0/48 0/48 25/32

TbpA-r: proteina de unién a la transferrina A rebamante

TbpB-r: proteina de unién a la transferrina B recioiabte

Tbp-nat (im): proteinas nativas de unién a la fiemisa inoculadas por via intramuscular
Tbp-nat (it): proteinas nativas de unién a la fiemisma inoculadas por via intratraqueal

n = namero de cerdos en el grupo correspondiente
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El grupo de animales que mas resultados positivopopcioné y en mayor
namero de muestras fue el grupo control, con wal ti# 25 positivos sobre 32 posibles,
lo que supone el 78,13%. En el caso de los animiategnizados con la TbpA-r, se
obtuvieron un total de 16 positivos sobre 48 pesiblo que representa el 33,33%. Para
la TbpB-r, este valor fue del 37,5%. En estos gsupmunizados con la TbpA-r o con
la TbpB-r, la amplificacion se relacion6 siemprendos animales que murieron,
mientras que las muestras de los supervivientestaesn negativas. En los tres grupos
restantes (inmunizados con la vacuna comercialnylas Tbp-nat) no se detectaron

positivos.

En el grupo control, utilizado como referenciaataplificacion mas frecuente de
la TbpA deH. parasuisobtenida mediante PCR, se observo en el cerelaam i
cavidad abdominal (100% de los casos), seguidalgmrimén, corazén e higado (75%)
y, en ultimo lugar, por las serosas del carpo sot#60%). En el caso de la TbpA-r, la
localizacion mas comun fue el cerebro (66,67%),dmante de bazo e higado (50%).

Para la TbpB-r, el mayor porcentaje de amplificacé detect6 en el higado (60%).
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5. Actividad bactericida del suero en los grupos
experimentales

Previamente a los ensayos de la actividad baataridel suero, se realizaron
varias determinaciones para comprobar la estabildiala suspension bacteriana asi

como la validez de los controles no inmunizados.

5.1. Determinaciones preliminares

5.1.a. Estabilidad de la suspension bacteriana

Con este estudio se procedié a comprobar la estadbiyy concentracion de una
suspension de 5 x 1WFC/mI deH. parasuisen el medio RPMI. Se mantuvo dicha
suspension a 4°C durante 24 horas y tras ese tjimapoacubd la suspension bacteriana
con el resto de los componentes de la prueba (mdrmgero) a 37°C durante 1 hora,

comprobandose que el numero de UFC/ml no variabbl§14.7).

Tabla 4.7.Ensayo preliminar de estabilidad de la concentrebi#tteriana.

Contenido de los pocillos UFC/ml
Suspensién bacteriana fresca (horg 0) 5'x 10
Suspension bacteriana a las 24h d¢

> o 5x 10
mantenimiento a 4°C
Suspension bacteriana incubada 1h a 5y 10

37°C

5.1.b. Comprobacion de los controles

Se llevé a cabo un ensayo con los sueros de logotes de la prueba
experimental antes de la infeccidn, con el fin deficmar que los cerdos privados de
calostro no presentaban anticuerpos frentd. @arasuis Los sueros con los que se
llevd a cabo la prueba se utilizaron directamesite ifiodificar) y descomplementados.
El mantenimiento de la concentracién inicial (50¢)eH. parasuispuso de manifesto
que el suero procedente de los cerdos control ieadecanticuerpos especificos frente a
H. parasuisy que el complemento no presentaba accion bad®ren ausencia de
aquéllos (Tabla 4.8).
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Tabla 4.8.Ausencia de anticuerpos fijadores del complemento®animales control

Contenido de los pocillos UFC/ml
Suspension bacteriana + suero cerdo 5y 17
control

— - "
Suspension bacteriana + suero cerdo 5y 10

controldescomplementado

5.2. Resultados del ensayo de actividad bacterdsdas sueros de
la prueba en los grupos experimentales

Se prepararon mezclas homogéneas (1:1) de suekaldaino de los lotes de
los animales de la prueba, después de la primsegynda inmunizacion, estudiando la
evolucion de su actividad bactericida (reduccioh rdemero de UFC/ml) sobre una
suspension de 5 x 1@deH. parasuis En la Tabla 4.9 se exponen los resultados y en la
Figura 4.45 se representan graficamente.

Tabla 4.9. Accion bactericida del suero de los cerdos de didintos lotes de prueba, tras las
inmunizaciones

Grupos de Recuento de UFC/ml (1h 37°C)
inmunizacion Sueros 12 inmunizacién | Sueros 22 inmunizacion
ThpA-r 4x1d 3x10
TbpB-r 5x 1d 3x 10
Vacuna comercial 1x 10 1x1C
Tbp-nat (im) 2 x1d 7x 10
Tbp-nat (it) 1x10 9x 10
Control 3x10 3x10
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0 Suspensidn bacteriana+suero antes
de la primerainmunizacion

B Suspension bacteriana+suero tras la
primera inmunizacién

O Suspensién bacterianatsuero tras la
segunda inmunizacién

100000000

10000000

1000000 -

100000 -

UFC/mI

10000 -

1000 -
N
TbpA-r TbpB-r Vacuna  Tbp-nat(im) Tbp-nat (it) Control

comercial
Diferentes inmunizaciones

Figura 4.45. Resultado de la actividad bactericida del suero l@n diferentes grupos
experimentales.

Se comprobd claramente que la mezcla de suerosdaotes de los cerdos de
los diferentes grupos inmunizados presentabanuamngios fijadores del complemento
después de la primera inmunizacion, lo que se ¢faden la accion bactericida frente a
la suspension dd. parasuis Se observé una difrencia de una unidad logarétreitre
el grupo inmunizado con la bacterina comercial sesto, aunque la reduccién fue de 2
a 5 veces mayor en el grupo inmunizado con las nebp-especialmente cuando se

utilizé la via intratraqueal.

Después de la segunda inmunizacion, excepto emupbgnoculado con la
vacuna comercial, en que la concentracion de laesissdn bacteriana se mantuvo
estable, en el resto de los grupos se produjo soedso mayor, mas evidente en los
grupos vacunados con las proteinas recombinantes.elE grupo control, la

concentracion bacteriana se mantuvo estable.

Los datos anteriores fueron sometidos al estudiadesico correspondiente
entre los diferentes grupos (Tabla 4.10). Seguobserva, excepto en el caso del lote
control, se apreciaron diferencias estadisticam&gteficativas cuando se compararon
los resultados antes y después de la primera irs&cion, pero no entre ésta y la

segunda.
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Tabla 4.10. Estudio estadistico de la acciéon bactericida dekres en los diferentes tratamientos
experimentales

Significacion estadistica entre diferentes momentos
Lotes de la prueba experimental
I Il

TbhpA-r S(0,0031) NS
ThpB-r S (0,0042) NS
Comercial S (0,0021) NS
Thp-nat (im) S (0,0046) NS
Thp-nat (it) S(0,0036) NS
Control NS NS

I: Antes de la 12 inmunizacion- después 12 inmuitimad : antes de la 22 inmunizacion- después de la 22

inmunizacién S= significativo (p< 0,005)NS= no significativo

5.3. Ensayo de confirmacién de la actividad bagtdaidel suero

Para verificar la importancia del complemento encemplejo antigeno-
anticuerpo-complemento para llevar a cabo la altibactericida, se realiz6 una
prueba con los sueros de los diferentes lotesodgdementados (tratamiento a 56°C
durante 30 minutos), comprobandose que despuésatiiento térmico, perdian su
capacidad bactericida. De modo inverso, cuandongelecla anterior se le suministraba
complemento (suero de cobaya, comercial) el suetaperaba dicha actividad. Los

datos se presentan en la Tabla 4.11 y en la Figdfa

Tabla4.11.Necesidad del complemento para la accion bactardsdl suero
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Actividad bactericida. Recuentos
Grupos de
! o Sueros 12 .
inmunizacion _ Sue_ros 1a T Adiccién de
InNmMunizacion complemento
descomplementaddg
ThpA-r 7 x10'UFC 5x 16UFC 3x 1FUFC
TbpB-r 4 x 1d UFC 6 x 10 UFC 7 x 1GUFC
Vacuna 3 x 1dUFC 6 x 10 UFC 7 x 10 UFC
comercial
Tbp-nat (im) 2 x 1d UFC 4 x 10 UFC 7 x 1GUFC
Tbp-nat (it) 6 x 10 UFC 5 x 10 UFC 7 x 1GUFC
Control 6 x 10 UFC 6 x 10 UFC 6 x 10 UFC
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O Suspension bacterianatsuero antes de la primera inmunizacion
B Suspension bacteriana+tsuero tras la primera inmunizacion

O Suspension bacteriana+suero tras la primera inmunizacion,
descomplementado

O Suspension bacteriana+suero tras la primera inmunizacion,
descomplementado+suero comercial

100000000

10000000 -
1000000 H

100000 +

UFC/ml

10000 +

1000 -

100

TopA-r TbpB-r Vacuna Tbp-nat (im) Tbp-nat (it) Control
comercial
Diferentes tratamientos

Figura 4.46. Necesidad del complemento para la actividad baite del suero.

El estudio estadistico de los resultados mostrératiicias significativas en el
caso del suero normal (sin tratamiento) y el degptementado (p=0,0014; p=0,0034;
p=0,0021; p=0,0046; p=0,0027; p=0,0032) en todssldtes de animales estudiados,
excepto en el control. Comparando el del sueroategiementado con el suero al que
se la habia afadido complemento, comercial, tamlsiénobservan diferencias
estadisticamente significativas (p=0,0021; p=0,002#0,0044; p=0,0021; p=0,0032:
p=0,0028) en todos los grupos, excepto en el oéral.
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6. Estudio de la respuesta de fase aguda

En el estudio de las proteinas de fase aguda (RieAjaracterizaron un total de
cuatro: pig MAP, haptoglobina, proteina C reac{@&P) y apolipoproteina | (Apo ).
En los apartados que siguen, se estudia la evalucdividual y por grupos de estas
proteinas, desde el momento anterior a la infeq@ésafio) hasta la muerte o sacrificio

de los animales (15 dias después de la infeccion).

6.1. Cerdos inmunizados con la proteina ThpA redoante

6.1.a. Pig MAP

Antes de la infeccién, todos los animales presamalmlores bajos de esta
proteina (entre 0,31 y 0,42 mg/ml). Después dafcion, los animales que murieron
(cerdos n° 2, 3, 4 y 5) presentaron un aumentar@so® de su cantidad, alcanzando el
maximo valor antes de la muerte (desde 0,56 a ®&finl). Los animales que
sobrevivieron a la infeccion (cerdos n° 1 y 6) asesufrieron un incremento minimo en
la concentracién de la proteina en los dias posesrial desafio y dichos valores se
mantuvieron constantes hasta el momento del saor{®,44 y 0,56 mg/ml). El analisis
estadistico, diferenciado en funcién de la supendia o no al desafio, puso de
manifiesto la existencia de diferencias estadistezae significativagp= 0,0025), en
los dias post-infeccion en los animales que noraupe la infeccion. En la Tabla 4.12
se puede observar la evolucion en la concentrat@oesta proteina en cada uno de los
animales, desde el momento de la infeccion. Effrigisras 4.47 y 4.48 se representan
dichos resultados y la media del grupo, respectvdaen

Pig MAP cerdos TbhpA-r

o

3,5
g —= CERDO 1

3 N

g L CERDO 2
$E / —<CERDO 3
c O
SE 5 a X —%— CERDO 4
£ 1 / /] —e— CERDO 5
c
g CERDO 6
2 05 MM —
Q
O 0 T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 10 13 15

Dias desde del desafio

Figura 4.47. Evolucién de los niveles de pig MAP.
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Pig MAP cerdos TbpA-r
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Figura 4.48 Media de la concentracion de pig MAP en el grupo.

6.1.b. Haptoglobina

Antes de la infeccion todos los animales presentaina concentracion inferior
a 0,5 mg/ml (entre 0,28 y 0,31 mg/ml), pero despletsiesafio su nivel se incrementé
considerablemente en los cerdos que murieron edidssposteriores (cerdos n° 2, 3, 4
y 5), llegando a cuadruplicar los niveles basaasgriores al desafio (entre 0,59 y 1,63
mg/ml). Todos los animales (incluso los que solrexdn hasta el sacrificio)
presentaron una elevacion en la concentracionsapriaeras 24-48 horas, transcurridas
las cuales, los valores se estabilizaron en logrsiyentes, volviendo a los niveles
inicales. En el estudio estadistico de los resafadnguno de los subgrupos (los que
sobrevivieron y los que murieron tras la infecciprgsenta diferencias estadisticamente
significativas. En la Tabla 4.12 se puede aprdaiavolucion en la concentracién de
esta proteina de forma individual, desde el momeetia infeccion. En las Figuras 4.49

y 4.50 se representan dichos resultados y la ndedligrupo, respectivamente.
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Haptoglobina cerdos ThpA-r

2,5

2 —= CERDO 1
CERDO 2
151 CERDO 3

1] —%— CERDO 4
—e—CERDO 5
0,5 1 —+CERDO 6

Concentraciéon de
Haptoglobina mg/ml
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Dias desde el desafio

Figura 4.49 Evolucién de los niveles de haptoglobina.

Haptoglobina cerdos ThpA-r

Haptoglobina
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'_\
i
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Figura 4.50.Media de la concentracion de haptoglobina en gdagru
6.1.c. Apolipoproteina |

La apolipoproteina | es una PFA negativa, es decie, 10 normal es que su
concentracion disminuya tras la infeccion. En egr@po de animales, cuya
concentracion media basal oscilaba entre 3,04 4 81§/ml, todos ellos presentaron,
efectivamente, una disminucion brusca en la coreeidh de la Apo | en los tres
primeros dias. Los valores mas bajos se obsenardhde los 4 cerdos que murieron
tras la infeccidon (cerdos n° 3, 4 y 5), siendoaslocmas extremo el correspondiente al
animal n® 3, cuya concentracion de Apo | antesadauderte descendid hasta valores de
0,47 desde los 3,84 mg/ml medidos antes del desafio

Los animales que sobrevivieron, sin embargo, reeupe paulatinamente sus

niveles basales hasta el dia del sacrificio, aungueel caso del animal n°® 6 se
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observaron fluctuaciones sin tendencia. Estadisgote, solo se encontraron
diferencias significativas en los animales que aron tras la infeccion (p=0,0021). En
la Tabla 4.12 se puede observar la evolucion dmteentracién de esta proteina de
forma individual desde el momento de la infecci&m. las Figuras 4.51 y 4.52 se

representan dichos resultados y la media del gregpectivamente.

Apolipoproteina | cerdos TbpA-r

6
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Figura 4.51.Evolucion de los niveles de apolipoproteina A-I.
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Figura 4.52.Media de la concentracion de apolipoproteina llgmupo.
6.1.d. Proteina C reactiva

Antes de la infeccion, los niveles basales mediesesdta proteina fueron,
aproximadamente, de 0,008 mg/ml. El primer dia aéspde ella se produjo una
elevacion en todos los animales que, en algunassclego a mutiplicar por ocho la
cifra anterior. Los cerdos que murieron despuéka digfeccion presentaron los valores

mas altos, particularmente antes de la muerteg(&®39 y 0,096 mg/ml). En el estudio
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estadistico se observaron diferencias significatiea los primeros momentos tras el

desafio, en el subgrupo de animales que no solidevia infeccion.

En la Tabla 4.12 se observa la evolucion en la@anacion de esta proteina en
cada uno de los animales, desde el momento déelecian. En las Figuras 4.53 y 4.54

se representan dichos resultados y la media dgbgraspectivamente.

Proteina C reactiva cerdos TbpA-r
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Figura 4.53 Evolucién de los niveles de proteina C reactiva.
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Figura 4.54. Media de la concentracidn de proteina C reactivel grupo.
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inmunizado con la TbpA recombinante

6.1.e. Resultados individuales de la concentracidie las PFA en el grupo

Tabla 4.12. Resultados de las cuatro proteinas de fase agudadenuno de los animales del grupo
inmunizado con la proteina ThpA-r

Concentracién de pig-MAP (mg/ml)

dgluﬁéom Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia 15
1 042 | 054 | 055 | 072 | 047 | 044 | 051 | 056 | 038 | 036 | 044
2 0,38 | 0,56
3 0,36 | 059 | 357
4 031 | 047 | 076 | 1,72
5 0,38 | 247
6 042 | 061 | 062 | 072 | 038 | 047 | 031 | 0,72 | 05 | 0,75 | 056

Concentracion de haptoglobina (mg/ml)

Nugﬁ;glde' Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia 15
1 031 | 053 | 041 | 054 | 017 | 041 | 040 | 023 | 010 | 019 | 0,07
2 0,31 | 059
3 0,30 | 065 | 1,63
4 0,30 | 050 | 060 | 1,14
5 028 | 1,24
6 032 | 079 | 065 | 062 | 065 | 062 | 059 | 030 | 027 | 026 | 025

Concentracion de apolipoproteina | (mg/ml)

Nua"r’fr:%lde' Dia0 | Dial | Dia2| Dia3| Dia4 Diag Dia¢ Diay 06| Dial3| Dial5
1 304 | 2555 | 243 | 255 | 485 | 330 | 382 | 330 | 371 | 284 | 354
2 343 | 2,92
3 384 | 317 | 047
4 3,30 | 343 | 220 | 1,46
5 384 | 1,36
6 37 | 343 | 304 | 292 | 403 | 382 | 350 | 330 | 425 | 462 | 4,78

Concentracién de proteina C reactiva (mg/ml)

Nugﬁ;glde' Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia 15
1 0,018 | 0,037 | 0,013 | 0,028 | 0,036 | 0,036 | 0,043 | 0,024 | 0,016 | 0,019 | 0,0189
2 0,008 | 0,039
3 0,005 | 0,031 | 0,074
4 0,005 | 0,011 | 0,046 | 0,096
5 0,006 | 0,046
6 0,006 | 0,050 | 0,056 | 0,047 | 0,052 | 0,049 | 0,040 | 0,041 | 0,035 | 0,032 | 0,033
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6.2. Cerdos inmunizados con la proteina ThpB reaosanibe

6.2.a Pig-MAP

En los animales que murieron tras la infecciondeoern® 8, 9, 10 y 12) se
produjo una elevacion en la concentracion de leepra (desde 0,59 a 7,38 mg/ml) con
respecto a los niveles basales (entre 0,16 y 0&®Bni) antes del desafio. Resultd
revelador que el Unico animal que sobrevivié anfadcion (cerdo n° 7), mantuvo la
concentracion de pig-MAP practicamente constantarde todo el muestreo, hasta el
momento del sacrificio. Como ocurria en el casdogecerdos inmunizados con la
TbpA-r, los valores mas altos se alcanzaron argdsa thuerte de los animales que no
superaron la infeccion. La diferencia en la cormeandn de esta proteina entre el
momento anterior a la infeccién y dos dias despmréfys animales que fallecieron, fue

estadisticamente significativa (p= 0,043).

En la Tabla 4.13 se recoge la evolucion individeralla concentracion de esta
proteina en los animales de este grupo desde ekntorde la infeccién hasta el final
del experimento. En las Figuras 4.55 y 4.56 seesgmtan estos resultados y la media

del grupo, respectivamente.

Pig MAP cerdos TbhpB-r
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Figura 4.55 Evolucién de los niveles de pig- MAP.
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Pig MAP cerdos ThpB-r Pig- MAP
7
c 6 - I
[ NG
'O r—a
S % g = >
gEgs ¢
5835 &% 3
% s H o3
O 5.8 O 2 4
c =70
o o 1
9, Y Y, Y, Y <. Y Y
o0 P o P g P e T R, R,
(@ s s
Dias desde el desafio

Figura 4.56.Media de la concentracion de pig- MAP en el grupo.

6.2.b. Haptoglobina

Respecto de esta proteina de fase aguda, los asipr@sentaron una elevacion
en su concentracién en las primeras 24 horas pfesteién. En los cerdos que murieron
en los dias siguientes (cerdos n° 8, 9, 10 y E)xodncentracion de haptoglobina
aumento progresivamente hasta el momento de latepurrando se obtuvieron los
valores maximos (0,59-1,65 mg/ml frente a los MB0B mg/ml iniciales), que en el
caso concreto de los animales 9 y 10, llegaronacasaduplicar los niveles basales. En
el Unico animal superviviente, se aprecido una eiévainicial de la concentracion
proteica y luego oscilaciones, hasta que a paetidth 10 se volvio a estabilizar en los
valores basales. El estudio estadistico reveldratiféas significativas entre los
primeros dias tras la infeccion y los valores mreVip= 0,016). En la Tabla 4.13 se
representa la evolucion individual en la concembracde haptoglobina, desde el
momento de la infeccion. En las Figuras 4.57 y 4&8epresentan dichos resultados y

la media del grupo, respectivamente.
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Haptoglobina cerdos TbpB-r
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Figura 4.57. Evolucién de los niveles de haptoglobina.
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Figura 4.58 Media de la concentraciéon de haptoglobina emgia

6.2.c. Apolipoproteina |

La concentracion de apolipoproteina | disminuyGer@gnente en todos los
animales en las primeras 24 horas (descenso medae®,38 a 3,14 mg/ml), excepto
en el cerdo n° 8, en el que se produjo un leve atoné&l resto de animales que
murieron (cerdos n® 9, 10 y 12) sufrieron un desgcemuy brusco a las 48 horas
posteriores a la infeccion, coincidiendo con el ranta de su muerte, pasando de una
media de 3,40 a 0,92 mg/ml, lo que representd afdaael 73%. El cerdo n° 7, que
sobrevivié hasta el sacrificio, experimentd unadggdisminucion en la concentracion
de Apo | el primer dia después de la infecciono fser fue recuperando posteriormente,

aungue con oscilaciones. En ningun animal se apmtdiferencias significativas.
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En la Tabla 4.13 se representa la evolucién eonaantracion de esta proteina
en cada animal, desde el momento de la infeccionla Figuras 4.59 y 4.60 se

representan dichos resultados y la media del grnegpgectivamente.

Apolipoproteina | cerdos TbpB-r
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Figura 4.59 Evolucioén de los niveles de apolipoproteina I.
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Figura 4.60. Media de la concentracién de apolipoproteinaélarupo.

6.2.d. Proteina C reactiva

Al igual que en los casos anteriores, la variacitbAs destacable en la
concentracion de esta proteina ocurrio en los dogepos dias; en el caso de los cerdos
que murieron tras la infeccion, esta concentragidndej6 de aumentar hasta ese
momento, llegando a elevarse hasta 15 veces pon&mel valor inicial, pasando de
una media de 0,006 a 0,05 mg/ml, que represenitactemento del 88%. En el caso del

cerdo n® 7, que sobrevivid, el aumento inicial esuitd tan apreciable como en los
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otros animales (pas6 de 0,087 a 0,083 mg/ml epriageras 24 horas post-infeccion) y
la concentracion de esta proteina se mantuvo couoepas oscilaciones hasta el
momento del sacrificio. Las diferencias entre esmimeros dias resultaron

estadisticamente significativas en los animalesmueeron tras el desafio (p= 0,036).
En la Tabla 4.13 se representa la evolucion indalicen la concentracion de esta
proteina, desde el momento de la infeccion. ErFigsras 4.61 y 4.62 se representan

dichos resultados y la media del grupo, respectvaen
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Figura 4.61 Evolucién de los niveles de proteina C reactiva.
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Figura 4.62.Media de la concentracion de proteina C reactival grupo.

159



Resultados

inmunizado con la TbpB recombinante

6.2.e. Resultados individuales de la concentracidie las PFA en el grupo

Tabla 4.13. Resultados de las cuatro proteinas de fase agudadenuno de los animales del grupo
inmunizado con la proteina ThpB-r

Concentracién de pig-MAP (mg/ml)

Nugﬁ;glde' Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia 15
7 036 | 049 | 055 | 046 | 030 | 030 | 023 | 038 | 032 | 054 | 050
8 0,23 | 059
9 031 | 033 | 1,72
10 016 | 092 | 245
12 031 | 064 | 295 | 7,38

Concentracion de haptoglobina (mg/ml)

Nugﬁ;glde' Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia 15
7 028 | 056 | 040 | 033 | 048 | 061 | 064 | 039 | 010 | 021 | 028
8 0,27 | 059
9 028 | 034 | 0,88
10 0,27 | 046 | 098
12 030 | 081 | 212 | 165

Concentracion de apolipoproteina | (mg/ml)

NU;;ier;‘;fje' Dia0 | Dial | Dia2| Dia3| Dia4| Dia§ Diag Diaf 0Oia| Dia13| Dia15
7 343 | 330 | 2,79 | 267 | 382 | 403 | 472 | 350 | 330 | 478 | 511
8 3,30 | 3,43
9 292 | 2,79 | 1,16
10 304 | 317 | 0,72
12 426 | 3,04 | 089 | 0,04

Concentracién de proteina C reactiva (mg/ml)

NU;;ier;‘;fje' Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia 15
7 0,007 | 0,013 | 0,01 | 0,021 | 0,014 | 0,014 | 0,014 | 0,022 | 0,012 | 0,018 | 0,021
8 0,005 | 0,021
9 0,006 | 0,012 | 0,047
10 0,007 | 0,016 | 0,042
12 0,006 | 0,048 | 0,091 | 0,092

160




Resultados

6.3. Cerdos inmunizados con la vacuna comercial

6.3.a. Pig MAP

En este grupo experimental, la concentracion da psbteina se mantuvo

practicamente constante desde el principio hadtaatlde la prueba. Sus valores fueron

muy bajos con respecto a los grupos anteriormestadi@dos, ya que nunca

sobrepasaron 1 mg/ml. Estudiados estadisticamentese observaron diferencias
significativas a lo largo del experimento. En l&blBa4.14 se indica la evolucion en la
concentracion de esta proteina en cada animaleagsdomento de la infeccion. En las

Figuras 4.63 y 4.64 se representan dichos resugltadola media del grupo,

respectivamente.

Concentraciéon de
Pig MAP mg/ml

Pig MAP cerdos vacuna comercial

—=— CERDO 18

CERDO 19
—+«— CERDO 20
—x— CERDO 21
—e— CERDO 22

—+— CERDO 23

0 1 2 3 4 5 6 7 10 13 15
Dias desde el desafio
Figura 4.63 Evolucién de los niveles de pig MAP.
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Figura 4.64. Media de la concentracion de pig MAP en el grupo.

161



Resultados

6.3.b. Haptoglobina

En ningun caso se observd una elevacion marcada @encentracion tras la
infeccion, pues todos los cerdos permanecieronvedores casi constantes desde el
principio hasta el final de la prueba, con flucioaes entre niveles de cerca de 0 mg/ml
hasta 0,5 mg/ml, que no produjeron diferenciasdéstiaamente significativas. En la
Tabla 4.14 se representa la evolucion individualaenoncentracion de esta proteina,

desde el momento de la infeccién y en las Figur@s 3¢ 4.66, dichos resultados y la

media del grupo, respectivamente.

2,5

1,5

0,5

Concentracion de
haptoglobina mg/ml
=Y

Haptoglobina cerdos vacuna comercial
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CERDO 20
—x— CERDO 21

—e— CERDO 22

—+— CERDO 23

0
0 1 2 3 4 5 6 7 10 13 15
Dias despues del desafio
Figura 4.65 Evolucién de los niveles de haptoglobina.
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Resultados

6.3.c. Apolipoproteina |

En las primeras 24 horas se pudo apreciar un ligesoenso del 6,57% sobre la
media, que se recuperd a las 48 horas y se mafititctoando hasta el final. No se
apreciaron diferencias estadisticamente signifiaaten ningdn momento del estudio.
En la Tabla 4.14 se observa la evolucion en la enacion de esta proteina en cada
animal, desde el momento de la infeccién y en lgarks 4.67 y 4.68 se representan

graficamente dichos resultados y la media del grigspectivamente.

Apolipoproteina | cerdos vacuna comercial
6
€ 5 —=— CERDO 18
Q
TP, CERDO 19
% o 3 CERDO 20
£ g —%— CERDO 21
8 § 2 —e CERDO 22
3 g 1 +— CERDO 23
0 T T
O 1 2 3 4 5 6 7 10 13 15
Dias desde el desafio
Figura 4.67.Evolucion de los niveles de Apolipoproteina I.
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Figura 4.68.Media de la concentracion de Apolipoproteina |legrepo.

6.3.d. Proteina C reactiva

Por ultimo, en el estudio de la proteina C-readtafae destacar lo ocurrido con

el animal n°® 18, que experimentd una elevacidéruaoacentracion mucho mas acusada
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Resultados

que sus compaferos de grupo, en los primeros tessdgspués de la infeccion. El
cerdo n° 19 present6 su maximo de concentracidiaed® posterior a la infeccion y en
el resto se obtuvieron niveles mas o menos comstapor lo que estos animales
presentaron unos valores similares al final dekdrmento y en el momento previo a la
infeccidn. Estadisticamente, no se apreciaronatfgas significativas. En la Tabla 4.14
se recoge la evolucion individual en la concenfmacde esta proteina, desde el
momento de la infeccion y en las Figuras 4.69 Y0 4@& representan graficamente

dichos resultados y la media del grupo, respectvaen

Proteina C reactiva cerdos vacuna comercial

—=— CERDO 18

CERDO 19
—<«— CERDO 20
—x— CERDO 21
—e— CERDO 22
—+— CERDO 23

Concentracion de proteina C
reactiva mg/mil

0 T T T T
O 1 2 3 4 5 6 7 10 13 15
Dias desde el desafio
Figura 4.69.Evolucion de los niveles de proteina C reactiva.
Proteina C reactiva cerdos vacuna comercial
‘ —e— Proteina C reactiva
(@) 0,07
+
g =006
(]
3 © 2 0,05
s €3 0,04
o—=g U
T £ - -
£5 003 [\ //'\ T
5 E S 0.02 ,4/ \ A x__% —
S © =
5 > = 1—/ &/ 1
S '§ $ 0,01
o

§ p 0 —I/I
O

% % % % % % Y% Y% % Y% %

Po By B By B Bs e os TR, TR, T,

Dias desde el desafio

Figura 4.70.Media de la concentracion de proteina C reactival grupo.

164



Resultados

6.3.e. Resultados individuales de la concentracidie las PFA en el grupo

inmunizado con la vacuna comercial

Tabla 4.14. Resultados de las cuatro proteinas de fase agudadenuno de los animales del grupo

inmunizado con la vacuna comercial

Concentracién de pig-MAP (mg/ml)

Numero
del Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia 10 | Dia13 | Dia 15
animal
18 0,42 0,42 0,52 0,58 0,36 0,29 0,28 0,3 0,27 0,38 0,46
19 0,37 0,44 0,62 0,55 0,34 0,30 0,38 0,38 0,32 0,46 0,44
20 0,40 0,40 0,62 0,40 0,30 0,24 0,30 0,33 0,30 0,30 0,28
21 0,42 0,44 0,62 0,49 0,28 0,32 0,41 0,43 0,45 0,52 0,56
22 0,42 0,42 0,46 0,55 0,36 0,34 0,38 0,32 0,36 0,40 0,9
23 0,51 0,61 0,79 0,69 0,38 0,32 0,48 0,58 0,54 0,50 0,77
Concentracién de haptoglobina (mg/ml)
NUmero
del Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia10 | Dia13 | Dia 15
animal
18 0,29 0,34 0,35 0,38 0,08 0,20 0,05 0,13 0,09 0,09 0,09
19 0,29 0,38 0,41 0,33 0,13 0,10 0,09 0,12 0,07 0,10 0,06
20 0,31 0,38 0 0,37 0,16 0,29 0,10 0,12 0,11 0,21 0,10
21 0,30 0,36 0 0 0,48 0,59 0,09 0,13 0,08 0,09 0,10
22 0,32 0,34 0,37 0,49 0,50 0,45 0,08 0,17 0,09 0,09 0,09
23 0,30 0,42 0 0,33 0,19 0,13 0,09 0,39 0,08 0,08 0,06
Concentracién de apolipoproteina | (mg/ml)
NUmero
del Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia10 | Dia13 | Dia 15
animal
18 3,17 2,92 3,43 3,17 3,30 3,30 3,92 3,61 3,50 2,84 5,46
19 3,43 3,30 3,10 2,92 3,61 3,30 3,82 3,30 3,30 3,54 4,78
20 3,43 3,43 3,70 3,45 3,82 3,20 3,50 3,50 4,14 3,11 4,30
21 3,06 3,17 4,12 3,84 3,30 3,61 3,82 3,20 3,92 3,25 511
22 3,17 2,92 3,84 3,43 3,61 3,71 3,62 3,50 3,82 3,54 5,46
23 3,70 3,04 3,30 3,17 3,20 3,20 3,61 2,92 3,92 4,62 4,30
Concentracion de proteina C reactiva (mg/ml)
NUmero
del Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia10 | Dia13 | Dia 15
animal
18 0,010 0,044 0,055 0,014 0,026 0,020 0,017 0,018 0,010 0,023 0,011
19 0,005 0,015 0,001 0,016 0,020 0,016 0,018 0,019 0,010 0,023 0,01
20 0,008 0,013 0,012 0,012 0,021 0,024 0,020 0,021 0,022 0,010 0,019
21 0,008 0,009 0,009 0,009 0,023 0,020 0,021 0,022 0,02 0,023 0,027
22 0,014 0,017 0,017 0,022 0,031 0,040 0,012 0,017 0,015 0,024 0,013
23 0,012 0,034 0,022 0,02 0,022 0,024 0,022 0,021 0,028 0,031 0,019
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Resultados

6.4. Cerdos inmunizados con las proteinas natigasbn a la
transferrina por via intramuscular

6.4.a. Pig MAP

En este grupo experimental, la concentracion deM#A® se mantuvo
practicamente constante durante toda la pruebavéloses nunca llegaron a alcanzar
1mg/ml y no se apreciaron diferencias estadistiotengignificativas. En la Tabla 4.15
se presenta la evolucién en la concentracion depsteina en cada animal, desde el
momento de la infeccion y en las Figuras 4.71 Y2 4@& representan graficamente

dichos resultados y la media del grupo, respectvae

Pig MAP cerdos Thp-nat (im)
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0O 1 2 3 4 5 6 7 10 13 15
Dias desde el desafio
Figura 4.71.Evolucion de los niveles de pig MAP.
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Figura 4.72 Media de la concentracion de pig MAP en el grupo.
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6.4.b. Haptoglobina

No se aprecié un aumento destacado en los prindéedras la infeccion y sdlo
se observo una elevacion el dia 5° posterior afbegn el cerdo n® 26, pero al dia
siguiente los niveles volvieron a ser basales. disiaamente, no se apreciaron
diferencias significativas en ningin momento. Efdhala 4.15 se observa la evolucion
individual en la concentracion de esta proteinaddeel momento de la infeccién y en
las Figuras 4.73 y 4.74 se representan graficandiob®s resultados y la media del

grupo, respectivamente.
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Figura 4.73 Evolucién de los niveles de haptoglobina.
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Figura 4. 74 Media de la concentracion de haptoglobina emgi@
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6.4.c. Apolipoproteina |

En la mayoria de los animales se produjo una ligsisainucion en la
concentracion en los primeros dias tras la infegcgue se recuperd poco después,
sobrepasando incluso al final del experimento ksres iniciales (no debe olvidarse
gue se trata de animales sometidos a estrés). @nipstas variaciones en el tiempo, no
se apreciaron diferencias significativas. En laldahl15 se representa la evolucién
individual en la concentracion de esta proteinagddesl momento de la infeccion y en
las Figuras 4.75 y 4.76 se representan graficandiob®s resultados y la media del

grupo, respectivamente.

Apolipoproteina | cerdos Tbp-nat (im)
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Figura 4.75 Evolucién de los niveles de apolipoproteina I.
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Figura 4.76.Media de la concentracion de apolipoproteina llgmugpo.
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6.4.d. Proteina C reactiva

Resultados

En este grupo, la concentracidbn nunca sobrepasdregalde 0,02 mg/ml,

manteniéndose constante hasta el final del expetond=l Unico animal en el que

aumento ligeramente fue el cerdo n° 26, en los Blidy 10, pero ninguna de estas
variaciones lleg6 a ser estadisticamente signii@aEn la Tabla 4.15 se presenta la
evolucion en la concentracion de esta proteinaada animal, desde el momento de la

infeccidn. En las Figuras 4.77 y 4.78 se represegitaficamente dichos resultados y la

media del grupo, respectivamente.
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Figura 4.77. Evolucién de los niveles de proteina C reactiva.
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Figura 4.78 Media de la concentracion de proteina C reactival grupo.
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6.4.e. Resultados individuales de la concentracidie las PFA en el grupo

inmunizado con las proteinas nativas de union a laansferrina por

via intramuscular

Tabla 4.15. Resultados de las cuatro proteinas de fase agudadeanuno de los animales del grupo
inmunizado con las Tbp-im

Concentracion de pig-MAP (mg/ml)

NOmero | 0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia15
del animal
24 0,38 0,49 0,52 0,43 0,28 0,30 0,36 0,45 0,27 0,52 0,80
25 0,44 0,64 0,52 0,49 0,36 0,30 0,33 0,45 0,38 0,40 0,68
26 0,29 0,36 0,62 0,37 0,38 0,35 0,45 0,41 0,41 0,40 0,46
27 0,42 0,51 0,72 0,62 0,39 0,27 0,42 0,56 0,41 0,48 0,65
28 0,86 0,47 0,59 0,62 0,27 0,20 0,40 0,48 0,33 0,30 0,68
29 0,29 0,36 0,43 0,46 0,22 0,19 0,26 0,20 0,24 0,36 0,54
Concentraciéon de haptoglobina (mg/ml)
Namero
del Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia10 | Dial1l3 | Dia 15
animal
24 0,31 0,37 0 0,37 0,06 0,04 0,08 0,17 0,10 0,22 0,32
25 0,36 0,46 0,33 0,35 0,16 0,12 0,09 0,27 0,09 0,21 0,20
26 0,30 0,30 0 0,35 0,33 0,71 0,12 0,25 0,16 0,22 0,17
27 0,31 0,39 0,34 0,34 0,20 0,28 0,10 0,18 0,13 0,27 0,30
28 0,31 0,30 0,32 0,33 0,05 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
29 0,33 0,31 0 0,31 0,07 0,05 0,07 0,09 0,08 0,12 0,12
Concentracién de apolipoproteina | (mg/ml)
Ndamero
del Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia10 | Dial1l3 | Dia 15
animal
24 3,30 2,92 3,30 3,04 3,30 3,92 3,82 3,01 4,72 4,30 5,28
25 3,84 3,04 3,7 3,43 3,50 3,61 3,71 3,30 4,03 4,62 3,84
26 3,43 2,92 3,43 2,09 3,82 3,30 3,82 3,30 4,25 4,95 3,69
27 3,98 3,30 3,43 3,17 4,03 2,92 3,61 3,50 4,37 4,30 4,62
28 3,97 3,17 3,12 2,92 3,20 3,71 4,14 4,25 4,14 4,30 4,30
29 2,45 2,55 3,70 3,04 3,30 3,82 3,50 3,11 4,03 4,78 8,95
Concentracion de proteina C reactiva (mg/ml)
Namero
del Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia s Dia 6 Dia 7 Dia10 | Dial1l3 | Dia15
animal
24 0,005 | 0,006 | 0,008 | 0,006 | 0,014 | 0,014 | 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,013 | 0,021
25 0,009 | 0,019 | 0,010 | 0,012 | 0,017 | 0,016 | 0,010 | 0,010 | 0,014 | 0,019 | 0,023
26 0,005 | 0,011 | 0,009 | 0,000 | 0,012 | 0,021 | 0,023 | 0,012 | 0,018 | 0,022 | 0,017
27 0,006 | 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,016 | 0,016 | 0,010 | 0,012 | 0,010 | 0,009 | 0,015
28 0,007 | 0,008 | 0,006 | 0,007 | 0,008 | 0,012 | 0,009 | 0,012 | 0,010 | 0,019 | 0,017
29 0,010 | 0,010 | 0,009 | 0,009 | 0,012 | 0,016 | 0,010 | 0,009 | 0,012 | 0,021 | 0,018
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Resultados

6.5. Cerdos inmunizados con las proteinas natigasbn a la
transferrina administradas por via intratraqueal

6.5.a. Pig MAP

La concentracion de esta proteina en todos los aesm no vario
sustancialmente a lo largo del experimento. El ahimue presentaba un nivel
ligeramente elevado al principio del experimentarlantenia hasta el final, mientras
gue los que comenzaban con concentraciones regutEdgoco las variaban durante
todo el tiempo de observacion. Por ello, no existiediferencias estadisticamente
significativas. En la Tabla 4.16 se observa la @sioh en la concentracion individual
de esta proteina, desde el momento de la infegcién las Figuras 4.79 y 4.80 se
representan graficamente dichos resultados y laanaed grupo, respectivamente.

Pig MAP cerdos Tbp-nat (it)
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Figura 4.79.Evolucion de los niveles de pig MAP.
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Figura 4.80.Media de la concentracién de pig MAP en el grupo.
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6.5.b. Haptoglobina

Aungue se produjeron escasas variaciones en laewacion de esta proteina,

el cerdo n°30 presentd dos picos: el primero aktedia posterior a la infeccion y el

segundo, el 5° dia. Pese a estas pequefias os@cioo se apreciaron diferencias

estadisticamente significativas durante el estudioTabla 4.16 presenta la evolucion

en la concentracion de esta proteina en cada grdesde el momento de la infeccion y

en las Figuras 4.81 y 4.82 se analizan graficameéicteos resultados y la media del

grupo, respectivamente.

Haptoglobina cerdos Thp-nat (it)
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Figura 4.81.Evolucion de los niveles de haptoglobina.
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Figura 4.82 Media de la concentracidn de haptoglobina emuga
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6.5.c. Apolipoproteina |

La concentracion al principio de la prueba no sufipenas alteracion como
respuesta ante la infeccion y practicamente norerpatd variaciones a lo largo del
estudio; sin embargo, en los ultimos dias, los aerd® 32, 33 y 35 sufrieron
oscilaciones notables. No se apreciaron difererastalisticamente significativas. En la
Tabla 4.16 se observa la evolucién en la concenfraindividual de esta proteina,
desde el momento de la infeccion y en las Figur@8 ¢ 4.84 se representan dichos

resultados graficamente y la media del grupo, s@enente.
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Figura 4.83.Evolucion de los niveles de apolipoproteina .
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Figura 4.84.Media de la concentracion de apolipoproteina Illgmugpo.
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6.5.d. Proteina C reactiva

La concentracidbn de esta proteina en este gruperiexgntal se mantuvo
constante desde el momento de la infeccion hastimatlde la prueba. Como unico
hecho destacable, en el animal n°30 se observélamacion progresiva en sus niveles
desde el dia 6 posterior a la infeccion, hastanal flel estudio. A pesar de ello, en el
grupo, no se apreciaron diferencias estadisticargghificativas. En la Tabla 4.16 se
indica la evolucidn en la concentracion inicialeda proteina, desde el momento de la
infeccidn y en las Figuras 4.85 y 4.86 se represegtaficamente dichos resultados y la

media del grupo, respectivamente.
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Figura 4.85.Evolucion de los niveles de proteina C reactiva.
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Figura 4.86.Media de la concentracion de proteina C reactival gnupo.
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Resultados

6.5.e. Resultados individuales de la concentracidie las PFA en el grupo
inmunizado con las proteinas nativas de unién a l@ransferrina
administradas por via intratraqueal

Tabla 4.16. Resultados de las cuatro proteinas de fase agudadenuno de los animales del grupo
inmunizado con las Tbp-it

Concentracion de pig-MAP (mg/ml)

N‘;m:‘;de Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia15
30 054 | 062 | 055 | 072 | 080 | 090 | 095 | 098 | 090 | 095 | 0,92
31 040 | 055 | 049 | 025 | 023 | 028 | 030 | 033 | 040 | 061 | 0,96
32 044 | 065 | 040 | 036 | 038 | 034 | 033 | 038 | 027 | 032 | 0,70
33 042 | 058 | 055 | 039 | 014 | 030 | 023 | 045 | 038 | 056 | 048
34 051 | 0,73 | 048 | 043 | 041 | 042 | 037 | 051 | 035 | 060 | 0,78
35 044 | 055 | 052 | 039 | 028 | 030 | 036 | 032 | 068 | 065 | 0,65

Concentracién de haptoglobina (mg/ml)

N‘;m:‘;de Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia15
30 0,34 | 0,39 0 058 | 005 | 041 | 001 | 001 | 019 | 021 | 0,20
31 0,29 | 0,43 0 009 | 011 | 018 | 008 | 016 | 031 | 037 | 0,14
32 0,30 | 0,35 0 031 | 028 | 027 | 009 | 013 | 040 | 032 | 0,30
33 0,29 | 0,33 0 009 | 008 | 007 | 008 | 019 | 022 | 032 | 022
34 0,31 | 0,35 0 0,09 | 008 | 008 | 009 | 018 | 023 | 033 | 022
35 0,30 | 0,33 0 013 | 007 | 008 | 008 | 011 | 014 | 017 | 015

Concentracién de apolipoproteina | (mg/ml)

N‘;m:‘;de Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia15
30 304 | 243 | 33 | 279 | 292 | 320 | 282 | 255 | 414 | 462 | 3,90
31 2,92 | 304 | 317 | 350 | 311 | 361 | 330 | 311 | 430 | 495 | 9,38
32 370 | 2,92 | 330 | 330 | 382 | 371 | 361 | 350 | 462 | 511 | 873
33 304 | 343 | 317 | 403 | 371 | 361 | 382 | 33 | 546 | 232 | 599
34 320 | 2,41 | 300 | 320 | 310 | 298 | 287 | 263 | 411 | 435 | 801
35 343 | 317 | 304 | 382 | 403 | 370 | 350 | 320 | 369 | 220 | 831

Concentracion de proteina C reactiva (mg/ml)

N‘;m:‘;de Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dial0 | Dia13 | Dia15
30 0,015 | 0,016 | 0,007 | 0,015 | 0,015 | 0,021 | 0,025 | 0,031 | 0,041 | 0,048 | 0,042
31 0,005 | 0,009 | 0,007 | 0,012 | 0,016 | 0,020 | 0,015 | 0,014 | 0,016 | 0,019 | 0,011
32 0,006 | 0,011 | 0,009 | 0,015 | 0,016 | 0,024 | 0,016 | 0,012 | 0,019 | 0,025 | 0,011
33 0,005 | 0,012 | 0,022 | 0,012 | 0,014 | 0,018 | 0,019 | 0,012 | 0,016 | 0,013 | 0,011
34 0,006 | 0,015 | 0,210 | 0,017 | 0,014 | 0,021 | 0,019 | 0,023 | 0,021 | 0,018 | 0,013
35 0,005 | 0,008 | 0,007 | 0,009 | 0,013 | 0,018 | 0,015 | 0,011 | 0,016 | 0,019 | 0,0210
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6.6. Cerdos control (animales inoculados con PBS)

6.6.a Pig MAP

En este grupo, los cerdos presentaron una elevasiota concentracion de
pig-MAP de hasta seis veces con respecto a lodesivgasales en el 2° dia post-
infeccidén, después de lo cual se produjo su mueksds. diferencias entre el dia del
desafio y los dias siguientes resultaron estadisgate significativas (p= 0,023).

En la Tabla 4.17 se presenta la evolucion en laanacion individual de esta
proteina, desde el momento de la infeccion. ErFigsras 4.87 y 4.88 se representan

dichos resultados graficamente y la media del greggpectivamente.

Pig MAP cerdos control

4,5
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Figura 4.87. Evolucién de los niveles de pig MAP.
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Figura 4.88 Media de la concentracion de pig MAP en el grupo.
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6.6.b. Haptoglobina

En el caso de la haptoglobina, la concentracioneatdinmucho durante las
primeras 48 horas posteriores a la infeccion, ia&taeces los niveles medios basales
previos a ella, antes de la muerte de los animdles. diferencias resultaron

estadisticamente significativas (p= 0,0041).

En la Tabla 4.17 se recoge la evolucion en la cutn@eion de esta proteina en
cada animal, desde el momento de la infeccidn. &n Higuras 4.89 y 4.90 se

representan graficamente dichos resultados y thantel grupo, respectivamente.
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Figura 4.89.Evolucion de los niveles de haptoglobina.
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Figura 4.90 Media de la concentraciéon de haptoglobina emgia
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6.6.c. Apolipoproteina |

En este caso, su concentracién llegé a disminuitahan valor medio de
2,34 mg/ml justo antes de la muerte. En este cas®e apreciaron diferencias

estadisticamente significativas tras el desafio0(917).

En la Tabla 4.17 se observa la evolucion indivicderala concentracion de esta
proteina, desde el momento de la infeccion. ErFigsras 4.91 y 4.92 se representan

graficamente dichos resultados y la media del grigspectivamente.
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3,5
£ 3 e ——
o \
S P25 \_\ —— CERDO 13
O ©
g \% 2 v\\ —e— CERDO 14
2 8 15 * ~ —x— CERDO 15
g g 1 RN —=— CERDO 16
8 E’ 0,5
0
6] 1 2
Dias desde el desafio
Figura 4.91.Evolucion de los niveles de apolipoproteina .
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Figura 4.92 Media de la concentracién de apolipoproteinaélarupo.
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6.6.d. Proteina C reactiva

La concentracion de esta proteina oscilé entre watiwes casi inapreciables
hasta casi 0,1 mg/ml en alguno de los animaled eilme2 después del desafio. Esta

variacion resulté estadisticamente significativa Qp0033).

En la Tabla 4.17 se presenta la evolucion indiigmasu concentracion, desde
el momento de la infeccion. En las Figuras 4.93.944e representan graficamente

dichos resultados y la media del grupo, respectvae
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Figura 4.93.Evolucion de los niveles de proteina C reactiva.
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Figura4.94.Media de la concentracion de proteina C reactival gnupo.
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6.6.e. Resultados individuales de la concentracidie las PFA en el grupo
control

Tabla 4.17. Resultados de las cuatro proteinas de fase agudadenuno de los animales del grupo
inoculado con PBS

Concentracién de Pig-MAP (mg/ml)
N‘g:gglde Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10| Dia13 | Dia15
13 059 | 1,18 | 3,94
14 045 | 1,10 | 2,40
15 0,44 | 0,67
16 044 | 1,25 | 1,52
Concentracién de haptoglobina (mg/ml)
N‘g:gglde Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia15
13 066 | 1,43 | 1,73
14 0,30 | 1,23 | 1,44
15 0,28 | 1,48
16 029 | 0,79 | 0,62
Concentracion de apolipoproteina I (mg/ml)
N‘;m:‘;de Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia15
13 2,92 | 2,79 | 0,80
14 2,72 | 1,97 | 1,15
15 2,65 | 1,47
16 2,79 | 2,24 | 1,32
Concentracién de proteina C reactiva (mg/ml)
N‘;m:‘;de Dia0 | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia10 | Dia13 | Dia15
13 0,016 | 0,064 | 0,092
14 0,010 | 0,053 | 0,001
15 0,009 | 0,032
16 0,011 | 0,042 | 0,036
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6.7. Estadistica global

El estudio estadistico de las diferencias entrgpagupuso de manifiesto los
siguientes hechos:

1°- El grupo control present6é una respuesta dedgsda tras la infeccion muy
evidente, con grandes cambios en la concentra@dasdproteinas analizadas desde el

momento del desafio.

2°- Dentro de los grupos TbpA-r y TbpB-r se pudferénciar claramente la
evolucion, en lo que a las proteinas de fase agadeefiere, en los animales que
murieron (mas parecido a lo que sucede con el gcaptyol) y en los que sobrevivieron

a la infeccion (similar a lo observado en el resdos grupos).

3°- El grupo vacunado con la formulacion comergisds inmunizados con las
proteinas nativas de union a la transferrina (ieddgntemente de la via) se

comportaron de manera muy similar, con una esesgpaliesta de fase aguda.

Para estudiar las diferencias entre grupos, sedidl programa informatico
SPSS, con el que se compararon los valores obgeaidtns distintos grupos en los dias
2, 4, 6, 10 y 15 posteriores al desafio. Como elogdos animales no se partia del
mismo valor, se trabajé con la variable “difereicgue fue calculada restando a cada
uno de los valores el del dia 0 (dia del desafp)icada esta variable, se observo si
existian o no diferencias entre grupos, como sestraien la Tabla 4.18. A partir del
dia 4, en los animales que sobrevivieron, no seceon diferencias estadisticamente
significativas, por lo que la tabla recoge datoeridos a los primeros momentos

posteriores a la infeccion.
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Tabla 4.18. Diferencias estadisticamente significativas egtigos, en cada una de las proteinas de fase
aguda estudiadas.

P1G- MAP HAPTOGLOBINA
Grupo Grgpos con Ios_ que prgsenta Grupo Grqpos con I0§ que pr_esenta
diferencias significativas diferencias significativas
Con grupo control. p= 0,004
TbhpA-r Con grupo comercial. p=0,00 TbhpA-r Con grupo control. p= 0,003
Con grupo Thp-nat (im) p= 0,004
Con grupo control. p= 0,004 _
TbpB-r Con grupo comercial. p= 0,004 TbpB-r ggz g:ng ggnmttra(;::.ial p__%,%%z%
Con grupo Tbp-nat (it) p= 0,002 grup : p=0
Con grupo ThpA-r p= 0,004 _
. _ . Con grupo ThpB-r. p=0,0044
Comercial Con grupo ThpB-r p=0,004 Comercial _
Con grupo control. p= 0,00/ Con grupo control. p= 0,009
Tbp-nat (im) Con grupo control. p= 0,008 Tbp-nat (im) | Con grupo control. p=0,0034
Con grupo ThpA-r p= 0,001
Tbp-nat (it) Con grupo TbpB-r p= 0,004 Tbp-nat (it) Con grupo control. p=0,0047
Con grupo control. p= 0,003
Con grupo ThpA-r p= 0,002 Con grupo ThpA-r p= 0,003
Con grupo ThpB-r p= 0,003 Con grupo ThpB-r p= 0,004
Control Con grupo comercial. p= 0,004 Control Con grupo comercial. p=0,0099
Con grupo Thp-nat (im) p= 0,004 Con grupo Tbp-nat (im) p=0,00%7
Con grupo Thp-nat (it) p= 0,004 Con grupo Thp-nat (it) p= 0,0047
APOLIPOPROTEINA | PROTEINA C REACTIVA
Grupos con los que presenta Grupos con los que presenta
Grupo . . il Grupo . . el
diferencias significativas diferencias significativas
Con grupo control. p= 0,00
TbpA-r Con grupo comercial. p= 0,00 TbpA-r Con grupo control. p= 0,0033
Con grupo Thbp-nat (it) p= 0,003
Con grupo control. p= 0,002
TbhpB-r Con grupo comercial. p= 0,003 TbhpB-r Con grupo control. p=0,0043
Con grupo Thp-nat (it) p= 0,003}
Con grupo ThpA-r p= 0,004
Comercial Con grupo TbhpB-r p=0,004 Comercial Con grupo control. p=0,0035
Con grupo control. p= 0,002
Tbp-nat (im) | Con grupo control. p= 0,004 Tbp-nat (im) | Con grupo control. p= 0,004
Con grupo ThpA-r p= 0,003
Thp-nat (it) Con grupo ThpB-r p= 0,003 Tbp-nat (it) Con grupo control. p=0,0047
Con grupo control. p= 0,002
Con grupo ThpA-r p= 0,004 Con grupo ThpA-r p=0,0043
Con grupo ThpB-r p= 0,002 Con grupo ThpB-r p=0,0043
Control Con grupo comercial. p= 0,004 Control Con grupo comercial. p=0,0015
Con grupo Thp-nat (im) p= 0,004 Con grupo Thp-nat (im) p=0,0033
Con grupo Thbp-nat (it) p= 0,002 Con grupo Thp-nat (it) p= 0,007

TbpA-r: proteina de unién a la transferrina A rebamante

TbpB-r: proteina de unién a la transferrina B recioiabte

Tbp-nat (im): proteinas nativas de unién a la fiemisa inoculadas por via intramuscular

Tbp-nat (it): proteinas nativas de unién a la fiemisma inoculadas por via intratraqueal
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7. Estudio de la respuesta inmune humoral (ELISA).

Se llevo a cabo la caracterizacion de la respuestane humoral frente H.
parasuisy sus antigenos, a partir de las muestras de seeogidas a lo largo de la

prueba experimental.

Se utilizé un ELISA indirecto con tres tipos deigahos fijados a las placas,
con el fin de valorar la presencia de inmunoglotadi(lg) frente a la cepa Nagasaki del
serotipo 5 deH. parasuis el 1° de ellos consistid en una suspensionddearasuis
inactivado con thimerosal (0,1%); el 2°, en un prego antigénico a base de
sobrenadantes de cultivo d& parasuisenriquecidos en proteinas de la membrana
externa (OMP), obtenidos a partir de esta misma,cgel 3° en un extracto crudo de

proteinas nativas de unién a la transferrina (Té-te la misma cepa.

Los datos se estudiaron primero de forma individ&&dura 4.132, anexos) y
posteriormente de forma conjunta, establecienda pada grupo de animales un valor
umbral que equivalia al doble de la medida de tesidad Optica al inicio del estudio,

mas la desviacion estandar.

7.1. Cerdos inmunizados con la TbpA recombinante

7.1.a. 1gG totales (IgGt)

En los ELISAs en los que las placas fueron tapgada bacterias inactivadas y
con OMP, se observé un aumento destacable en saddendptica antes de la segunda
inoculacion. En el ELISA tapizado con las Thp-mste importante aumento en el valor
de la densidad 6ptica ocurria después de la segantdaizacion. A partir de esos
momentos, la produccion de anticuerpos (Ac) se uvanton ligeras oscilaciones hasta
la muerte o sacrificio de los animales, siendoabrvmaximo alcanzado de 0,373 de
densidad Optica (desde un valor inicial de 0,1D8bemos recordar que en este grupo
s6lo sobrevivieron dos cerdos hasta el final dgbeemento. La existencia de
diferencias significativas entre los diferentes reatos del estudio se presenta en la
Tabla 4.19, en la que puede observarse que entté yala 22 inmunizacién no se
produjeron diferencias significativas, independéeménte del antigeno utlizado para
tapizar. En la Figura 4.95 se presenta la evoludétas IgGt en este grupo.
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Figura 4.95.Evolucion de las IgGt en el grupo ThpA-r.
7.1.b. IgM

Con las tres variantes de ELISA se observo uniinenéo superior al doble del
valor inicial a partir de la 12 inoculacion, quensantuvo hasta el final del experimento,
con unos niveles maximos de 0,320 desde los iegidé 0,063. En el caso del ELISA
con proteinas nativas de union a la transferrimaccég en el tapizado de las placas, la
produccion de anticuerpos resulté menor, siendalelr maximo alcanzado de 0,126,
desde uno inicial de 0,023. En este ultimo casapseciaron diferencias significativas
entre los distintos momentos del estudio (Tabl®)4.En la Figura 4.96 se observa la
evolucion de las IgM en este grupo.
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Figura 4.96.Evolucion de las IgM en el grupo TbpA-r.
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7.1.c. 1IgG1

En lo que se refiere a este isotipo, se obsenimportante aumento en el valor
de densidad 6ptica tras la primera inoculacioniférencia de los casos anteriores, los
niveles mas elevados al principio de la pruebabserwaron en el ELISA tapizado con
proteinas nativas de unién a la transferrina, awen densidad 6ptica de 0,233 desde un
valor inicial de 0,012. A partir del desafio, cdnaatigeno de bacteria inactivada, se
observdé un aumento considerable en la producciérAdellegando a valores de
densidad optica de 0,267 desde uno inicial de 0,8 esta subclase también se
apreciaron diferencias estadisticamente signifiaatientre distintos momentos del
estudio (Tabla 4.19), en patrticular entre la 1& 24 inmunizacion. En la Figura 4.97 se

presenta la evolucion de esta subclase en este.grup
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Figura 4.97. Evolucioén de las IgG1 en el grupo TbpA-r.

7.1d. 1gG2

Los tres antigenos mostraron resultados similams.el mayor aumento en los
valores de densidad Optica entre la 12 y la 22 mwagion (todos los sueros mostraron
una densidad optica de al menos el doble de la presentaban antes de las
iInmunizaciones). Se volvieron a apreciar diferenggnificativas entre la 12 y 22
inmunizacion, siendo las que se aprecian entres ar@amentos distintos del estudio no
significativas (Tabla 4.19). En la Figura 4.98 bsayva la evolucion de esta subclase de

inmunoglobulina en este grupo.
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Figura 4.98.Evolucion de las IgG2 en el grupo ThpA-r.

7.1.e. Estudio estadistico del grupo TbpA recombimée en diferentes
momentos del experimento

Tabla 4.19. Valores de p y significacion estadistica en losultados de anticuerpos séricos (clases y
subclases de Ig) medidas por distintos tipos d&Eldn tres momentos de la prueba experimental

IgGt
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
I 0,0021.S 0,0011S 0,0031S
Il 0,2470.NS 0,0960.NS 0,0105.NS
I 0,0610.NS 0,1120NS 0,0290NS
IgM
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
I 0,0031.S 0,0010.S 0,0013S
Il 0,4040.NS 0,0204NS 0,0910NS
I 0,0750.NS 0,2400NS 0,0960.NS
1gG1
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0010.S 0,0023.S 0,0009.S
Il 0,0203.NS 0,0060.NS 0,0190.NS
I 0,4360.NS 0,3130.NS 0,0400NS
1gG2
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
I 0,0003.S 0,0041S 0,0008.S
Il 0,0081.NS 0,0090.NS 0,0310.NS
I 0,4010.NS 0,2300NS 0,0900NS
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7.2. Cerdos inmunizados con la ThpB recombinante

7.2.a. 1gG totales (IgGt)

Los resultados completos se refieren al Unico dnigque sobrevivio a la
infeccién. En todo el grupo antes de la segundaumimacion, el valor de densidad
Optica se habia incrementado sustancialmente {yrapraento de la infeccion todos los
sueros presentaban valores elevados de anticué&ipmsximo valor correspondiente al
animal superviviente resulto ligeramente mas elevew el caso del ELISA tapizado
con las OMP (densidad oOptica de 0,374), mientraslagiobtenidos cuando se utilizaba
como antigeno las proteinas nativas de unién afeama, resultaron los mas bajos
(densidad optica de 0,158). Se obtuvieron difeemnsignificativas entre la 12 y la 22
inmunizacién en todos los ELISAs (Tabla 4.20). BnHigura 4.99 se presenta la

evolucion de las IgGt en el grupo.
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Figura 4.99.Evolucion de las IgGt en el grupo ThpB-r.

7.2.b. IgM

Todos los sueros aumentaron su densidad Opticadeoalslemente con los tres
tipos de ELISA, antes de la 22 inoculacion y estsres se mantuvieron constantes
hasta el desafio. El cerdo superviviente presealiires mas altos en todos los tipos de
ELISA y, como en el caso de las IgGt, fueron lastggnas nativas de unién a la
transferrina las que indujeron a los menores valof@167). Las diferencias
significativas se reflejan en la Tabla 4.20. S@grodujeron diferencias entre la 12y la
22 inmunizacion en los tres tipos de antigenogatibs. En la Figura 4.100 se describe
la evolucion de IgM en el grupo.
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Figura 4.100.Evolucién de las IgM en el grupo ThpB-r.
7.2.c. 1gG1

Después de la 12 inmunizacion ya se detectd urernmemto acusado en los

valores de densidad 6ptica. Los mas elevados swietnin con las Tbhp-nat y los mas

bajos, con las OMP, aunque la tendencia resultésimiar para los tres antigenos. Las

diferencias significativas (Tabla 4.20) se obsewade nuevo entre la 12 y la 22

inmunizacion. En la Figura 4.101 se presenta lduewn de las IgG1 en el grupo.
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Figura 4.101.Evolucién de las IgG1 en le grupo ThpB-r.
7.2.d. 1gG2

El comportamiento en la produccion de anticuerpossia subclase resulté muy

parecido al anterior. Se obtuvo el mayor aumenttaafensidad 6

ptica antes de la 22

inmunizacién en todos los animales y el que sobi@yiresent6 valores mas elevados

en el ELISA con la bacteria inactivada, con unaldesidad 6ptica maximo de 0,376
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desde un valor inicial de 0,051. Como se indicdaefabla 4.20, s6lo se obtuvieron

diferencias significativas entre la 12 y la 22 imizacion. En la Figura 4.102 se presenta

la evolucion de IgG2 en el grupo.
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Figura 4.102.Evolucién de las IgG2 en le grupo ThpB-r.

7.2.e. Estudio estadistico del grupo TbpB recombimée en diferentes
momentos del experimento

Tabla 4.20. Valores de p y significacion estadistica en losultados de anticuerpos séricos (clases y

subclases de Ig) medidas por distintos tipos d&Eldn tres momentos de la prueba experimental.

IgGt
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0038.S 0,0011.5 0,0015.S
Il 0,2330.NS 0,0840NS 0,0173NS
IgM
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0045.S 0,0002.5 0,0002.S
Il 0,0230.NS 0,0684.NS 0,0621.NS
IgG1
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0010.S 0,0023.S 0,0009.S
Il 0,0203.NS 0,0060.NS 0,0190.NS
1gG2
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0005.S 0,0012.5 0,0041.S
Il 0,0086.NS 0,0074NS 0,0010S

I: Antes de la 12 inmunizacién- antes de laIR% antes de la 22 inmunizacién- antes del desafio.

S= significativo (p< 0,005)NS= no significativa
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7.3. Cerdos inmunizados con la vacuna comercial

7.3.a. 1gG totales (IgGt)

En este grupo, todos los animales sobrevivierotalfedsnomento del sacrificio.
En las tres variantes de ELISA utilizadas paras@liddo de la inmunidad humoral se
aprecié el mayor aumento de densidad Optica antedad2® inmunizacién. Los
resultados de los tres métodos evolucionaron dersiodlar, elevandose la producciéon
de anticuerpos hasta el 3°dia después del desaiteniéndose asi hasta el final del
experimento, con un nivel maximo de densidad Optlea 0,623. Se apreciaron
diferencias significativas (Tabla 4.21) entre laylf 22 inmunizacion. En la Figura

4.103 se presenta la evolucion de IgGt en esteogrup
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Figura 4.103 Evolucién de las IgGt en el grupo comercial.
7.3.b. IgM

En relacion con la IgM se observé la misma evoligde en las IgGt pero la
densidad optica en el ELISA tapizado con la baataractivada fue mas elevada en
todos los puntos de estudio, siendo el valor m&dm®,607 (dia 4° tras la infeccion).
También se produjo el mayor aumento en la prodacd® anticuerpos antes de la 22
inmunizacién, por lo que se volvieron a obteneerdifcias significativas en este
momento del experimento, aunque en esta ocasiobiéanse observaron entre la 22
inmunizacion y el desafio (Tabla 4.21). En la Fegdrl04 se refleja la evolucion de las

IgM en este grupo.
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Figura 4.104.Evolucién de las IgM en el grupo comercial.

7.3.c. 1gG1

La IgG1 adoptd un comportamiento muy similar cantles tipos de antigenos.
El mayor aumento en los valores de densidad omeaprodujo antes de la 22
inmunizacién y el titulo de anticuerpos aumentotdad tercer dia post-infeccion,
manteniéndose constante hasta el sacrificio. Laresa maximos de densidad 6ptica,
de 0,609, se obtuvieron con la bacteria inactivaBa. detectaron diferencias
significativas entre la 12 y la 22 inmunizacidrcgmo en el caso anterior, también entre
la 22 inmunizacion y el desafio (Tabla 4.21). ERigura 4.105 se observa la evolucion

de las IgG1 en este grupo.
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Figura 4.105.Evolucién de las IgG1 en el grupo comercial.
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7.3.d. IgG2

La evolucién de los resultados fue muy parecida @el la subclase anterior. Se
volvié a producir el aumento mas significativo ess Ivalores de densidad Optica
después de la 12 inmunizacién, con diferencias ifgigtivas entre ambas
inmunizaciones y entre la 22 inmunizacion y el iesaomo se observo en el caso de
las dos ultimas inmunoglobulinas estudiadas en grsigo (Tabla 4.21). En la Figura
4.106 se presenta la evolucion de la 1IgG2 en estpoginmunizado con la vacuna

comercial.

. —e&—Bacteriainactivada
Grupo vacuna comercial. 1gG2 —m—OMP
Tbp-nat
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Figura 4.106.Evolucion de las IgG2 en le grupo comercial.
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7.3.e. Estudio estadistico del grupo comercial enferentes momentos del
experimento

Tabla 4.21. Valores de p y significacion estadistica en losultados de anticuerpos séricos (clases y
subclases de Ig) medidas por distintos tipos d&Eldn tres momentos de la prueba experimental

IgGt
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
I 0,0043.S 0,0006.5 0,0012S
Il 0,0750.NS 0,0390.NS 0,0005.S
I 0,0510.NS 0,0370NS 0,0273NS
IgM
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0043.S 0,0015.S 0,0013.S
Il 0,0021.S 0,0014.5 0,0010S
] 0,0670.NS 0,0480.NS 0,0830.NS
1gG1
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
I 0,0010.S 0,0023.S 0,0009.S
Il 0,0030.S 0,0042.5 0,0026.S
] 0,0873.NS 0,0485.NS 0,1235.NS
19G2
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0041.S 0,0010.S 0,0038.S
Il 0,0021.S 0,0030.S 0,0042.S
I 0,0912.NS 0,1209NS 0,0987NS

I Antes de la 12 inmunizacién- antes de ldl2%ntes de la 22 inmunizaciéon- antes del desHfioantes
del desafio- antes del sacrificlB= significativo (p< 0,005)NS= no significativa
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7.4. Cerdos inmunizados con las proteinas natigasbn a la
transferrina administradas por via intramuscular

7.4.a. 1gG totales (IgGt)

Como se ha sefialado, todos los animales sobrewivieasta el momento del
sacrificio. Entre la 12 y la 22 inmunizacion lognaales revelaron el maximo incremento
en la densidad 6ptica, que continué aumentandostids ELISAs hasta el 2° dia post-
desafio, estabilizandose después hasta el sawrifims valores mas elevados se
obtuvieron empleando el ELISA tapizado con las mhp-Se obtuvieron diferencias
significativas entre la 12 y la 22 inmunizacioragnbién entre la 22 y el desafio (Tabla

4.22). En la Figura 4.107 se presenta la evolud&las IgGt en este grupo.
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Figura 4.107.Evolucién de las IgGt en el grupo de Thp-im.
7.4.b. IgM

En este caso, el antigeno que reconocio los vainésselevados de anticuerpos
fue la bacteria inactivada, con una densidad optiéaima de 0,507 desde los 0,043
iniciales. Aun asi, los tres antigenos utilizadaslpjeron resultados bastante similares,
hasta el momento del sacrificio. Se obtuvieron eréificias estadisticamente
significativas entre la 12 y la 22 inmunizacionngre la 2° y el desafio, como aparece
reflejado en la Tabla 4.22. En la Figura 4.108 sgnta la evolucion de las IgM en
este grupo.
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Figura 4.108.Evolucién de las IgM en el grupo de Tbhp-im.
7.4.c. 1gG1

Los resultados obtenidos, en relacion con estdasdde Ig, ratificaron que los

valores de densidad optica mas altos se obtenianlaso Tbp-nat. Los anticuerpos

aumentaron hasta el 2° dia post-infeccion, mamdoge luego hasta el momento del

sacrificio. EI maximo valor de densidad optica fde 0,356. Las diferencias

estadisticamente significativas pueden observarda &abla 4.22. En la Figura 4.109

se presenta la evolucion de las IgG1 en este grupo.
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Figura 4.109.Evolucién de las IgG1 en el grupo de Tbp-im.
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7.4.d. 1gG2

Los resultados coincidieron practicamente con lugrares. El aumento mas
destacable en los valores de densidad 6ptica siljprentre la 12 y la 22 inmunizacion
y en ese momento se apreciaron diferencias sighifas. También se observaron estas
diferencias entre la 22 inmunizacién y el desafi@ry el caso de las proteinas de la
membrana externa, entre el desafio y el momentdgpeg sacrificio de los animales
(Tabla 4.22). En la Figura 4.110 se presenta ltueidn de las 1gG2 en este grupo.
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Figura 4.110.Evolucién de las IgG2 en el grupo de Tbp-im.
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7.4.e. Estudio estadistico del grupo inmunizado cdas proteinas nativas de
unién a la transferrina administradas por via intramuscular, en
diferentes momentos del experimento

Tabla 4.22. Valores de p y significacion estadistica en losultados de anticuerpos séricos (clases y

subclases de Ig) medidas por distintos tipos d&Eldn tres momentos de la prueba experimental

IgGt
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0027.S 0,0006.5 0,0042S
Il 0,0010.S 0,0030.S 0,0017.S
Il 0,1230.NS 0,0974 NS 0,0773.NS
IgM
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0026.S 0,0025.S 0,0013S
Il 0,0010.5 0,0004.5 0,0008.S
1] 0,0670.NS 0,0780NS 0,0887NS
IgG1
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0016 S 0,0015S 0,0009.S
Il 0,0043.S 0,0035.S 0,0006.S
1] 0,0657.NS 0,0892.NS 0,1985NS
1gG2
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0035.S 0,0025.S 0,0038.S
Il 0,0037.S 0,0031.S 0,0023.S
1] 0,0984.NS 0,0879NS 0,1095NS

I Antes de la 12 inmunizacién- antes de ldl2%ntes de la 22 inmunizacion- antes del desHfioantes

del desafio- antes del sacrificl= significativo (p< 0,005)NS= no significativa
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7.5. Cerdos inmunizados con las proteinas natigasbn a la
transferrina administradas por via intratraqueal

7.5.a. 1gG totales (IgGt)

Como se ha sefalado, todos los animales de egte gabrevivieron hasta el
sacrificio. Los valores de densidad Optica massagw observaron con las Tbp-nat, con
niveles maximos de 0,473 desde valores iniciale®,d27. Los mayores incrementos
aparecieron antes de la 22 inmunizacién y trasieldél desafio, dichos valores se
mantuvieron constantes. Se apreciaron diferendgsfisativas entre la 12 y la 22
inmunizacion y entre la 22 y el desafio (Tabla %1.Eh la Figura 4.111 se analiza la

evolucion de las IgGt en este grupo.
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Figura 4.111 Evolucién de las IgGt en el grupo de Thp-it.

7.5.b. IgM

Los valores mas elevados de densidad Optica sevietwin con el ELISA
tapizado con la bacteria inactivada. Se apreciaumento rapido de la produccion de
anticuerpos, como era de esperar, que se estafnilizapartir del 2° dia post-infeccion,
manteniéndose después constante hasta el sacilificdwalores maximos se alcanzaron
con la bacteria inactivada. Las diferencias sigatfvas se observaron entre la 12 y la 22
inmunizacion y entre la 22 y el desafio (Tabla }.E3 la Figura 4.112 se presenta la
evolucion de las IgM en este grupo.
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Figura 4.112.Evolucién de las IgM en el grupo de Thp-it.
7.5.c. 1gG1

Los valores de densidad optica mas elevados seielmn con las proteinas
nativas de union a la transferrina. EI mayor aumesg observé antes de la 22
inmunizacioén, donde se apreciaron diferencias fiogitivas (Tabla 4.23).
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Figura 4.113.Evolucion de las IgG1 en el grupo de Thp-it.
7.5.d. 1gG2

Los resultados obtenidos con esta subclase cagnoidipracticamente con los
de las IgG1, alcanzandose los valores maximos Z) &t las Tbp-nat, observandose,
en este caso, diferencias estadisticamente sighvis entre todos los momentos

estudiados (Tabla 4.23). En la Figura 4.114 seeptada evolucion de las IgG2 en este

grupo.
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Figura 4.114 Evolucién de las IgG2 en el grupo de Thp-it.

7.5.e. Estudio estadistico del grupo inmunizado cdas proteinas nativas de
unién a la transferrina por via intratraqueal, en diferentes momentos
del experimento

Tabla 4.23. Valores de p y significacién estadistica en losulteados de anticuerpos séricos (clases y
subclases de Ig) medidas por distintos tipos d&Eldn tres momentos de la prueba experimental

IgGt
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0019.S 0,0021.5 0,0038.S
Il 0,0016.S 0,0033S 0,0048S
I 0,1009.NS 0,0662.NS 0,1073NS
IgM
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0021.S 0,0047.S 0,0032.S
Il 0,0017.S 0,0019.5 0,0012.S
] 0,1560.NS 0,0930.NS 0,0763.NS
1gG1
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
I 0,0023.S 0,0025.S 0,0005.S
Il 0,0042.S 0,0033S 0,0016.S
] 0,0767.NS 0,0765.NS 0,0897.NS
19gG2
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0023.S 0,0025.5 0,0017.S
Il 0,0042.S 0,0033.S 0,0023.S
] 0,0980.NS 0,0674NS 0,0831.NS

I Antes de la 12 inmunizacién- antes de ldl2%ntes de la 22 inmunizacién- antes del desHfioantes
del desafio- antes del sacrificB= significativo (p< 0,005)NS= no significativa
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7.6. Cerdos control (inoculados con PBS)

7.6.a. 1gG totales (IgGt)

Los cuatro animales de este grupo murieron durkageprimeras 48 horas
después de la infeccion. No se observé umbral ddiyadad en los sueros, que no
superaron una densidad o6ptica de 0,048 ni existigliferencias estadisticamente
significativas en ningin momento del estudio (Ta®la4). En la Figura 4.115 se

describe la evolucién de las IgGt en este grupo.
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Figura 4.115.Evolucion de las IgGt en el grupo control.

7.6.b. IgM

Como en el caso anterior, los cuatro animales sgodaron de manera similar,
incluso con mayor uniformidad en los valores desdtd Optica. Logicamente,
tampoco se apreciaron diferencias significativaab(@ 4.24). En la Figura 4.116 se

presenta la evolucion de las IgM en este grupo.
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Figura 4.116.Evolucion de las IgM en el grupo control.

7.6.c. IgG1

El comportamiento de esta subclase resulté sirilardescrito antes. Los datos
del ELISA tapizado con OMP mostraron una ligeraaten en la densidad Optica dos
dias después de la infeccion (0,114). No se obtvjeuna vez mas, diferencias
significativas (Tabla 4.24). En la Figura 4.11#eiteja la evolucidn de las IgG1 en este

grupo.

—«&— Bacteria inactivada
Grupo control. 1gG1 —=—OMP
Thp-nat
0,4
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oY Boost—a—-p —p——" A -
©
0 T T T
antes 12 entre1?y antes 22 1semtras 2 semtras Desafio D1 D2
22 2° 22
Dias
Figura 4.117.Evolucién de las IgG1 en el grupo control.
7.6.d. 1gG2

Para esta subclase se observo lo mismo que pamatdaor, es decir, en el
ELISA tapizado con proteinas de la membrana exteendetectdé un pequefio aumento
de los valores de densidad Optica tras el desdfm.se obtuvieron diferencias
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significativas a lo largo del estudio (Tabla 4.2Bpn la Figura 4.118 se presenta la

evolucion de las IgG2 en este grupo.
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Figura 4.118.Evolucién de las 1gG2 en el grupo control.

7.6.e. Estudio estadistico del grupo control en difentes momentos del

experimento

Tabla 4.24.Valores de p y significacion estadistica en Issiitados de anticuerpos séricos (clases y
subclases de Ig) medidas por distintos tipos d&Eldn tres momentos de la prueba experimental

IgGt
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0838.NS 0,0911.NS 0,0915.NS
Il 0,2330.NS 0,1240NS 0,1067NS
IgM
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
I 0,0945.NS 0,0802.NS 0,0678.NS
Il 0,0630.NS 0,1294NS 0,0681.NS
1gG1
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0810.NS 0,0723.NS 0,0659.NS
Il 0,0273.NS 0,0564.NS 0,0190.NS
1gG2
Bact. inactivada OMP Tbp-nat
| 0,0655.NS 0,0652.NS 0,0891.NS
Il 0,0086.NS 0,0074NS 0,0010.NS

I: Antes de la 12 inmunizacién- antes de laIR% antes de la 22 inmunizacién- antes del desafio.

S= significativo (p< 0,005)NS= no significativa
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7.7. Estudio estadistico global. Diferencias egttmos.

Para estudiar la existencia de diferencias sigtifias entre grupos se aplicé el
programa estadistico SPSS comparando los valordesddistintos lotes el dia del
desafio. Como no se partia del mismo valor de dedsbptica, se trabajo con la
variable “diferencia”, calculada restando a cadarvdel dia cero (desafio), el valor del
dia anterior a la primera inmunizacion. Aplicadtaesriable, se analizé la existencia

de diferencias entre grupos, como se muestra Eadia 4.25.

En el caso de los ELISA con antigeno de bactenastivadas, se observo que el
grupo inmunizado con la vacuna comercial y las im@aciones con las Tbp-nat (im) y
con las Thbp-nat (it) presentaban diferencias cogr@bo control y con los vacunados

con las proteinas recombinantes.

Cuando el antigeno utilizado en el ELISA fueron @MPs, se pudieron
diferenciar dos bloques, uno representado porragsog TbpA-r, TbpB-r y control, que
presentaron diferencias estadisticamente signifecatcon el bloque formado por los
grupos inmunizados con la vacuna comercial y cerptateinas nativas de union a la

transferrina.

Cuando el antigeno utilizado en los ELISA fueros Tdop-nat, los resultados

obtenidos coincidieron con los de los dos antigambsriores.

204



Resultados

Tabla 4.25.Diferencias estadisticamente significativas egttgos, en cada una de las clases o subclases
de inmunoglobulinas estudiadas para los difereBtdSA utilizados. Sélo se representan los valongs q
fueron significativos (p< 0,005).

Antigeno Grupos Inmunoglobulinas
9 P IgGt IgG1 IgG2 IgM
control . . .
comercial comgrmal comgrmal comgrmal
TbpA-r . Tbp-im Tbp-im Tbp-im
Thp-nat (im) Thp-it Thp-it Thp-it
Thp-nat (it)
control control . .
comercial comercial comerma! comerma!
TbpB-r Tbp-nat (i Tho-nat (i Tbp-nat (im) Tbp-nat (im)
p-nat (im) p-nat(im) | vy bt (it) Thp-nat (it)
Thp-nat (it) Tbp-nat (it)
TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r
£l CON "~ Comercial | TopB-r TbpB-r TbpB-r TbpB-r
. baCFer'g control control control control
Inactivada
) TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r i
como Ag Tb_p el TbpB-r ThpB-r TopB-r Igr?t?o{
(im) control control control
) TbpA-r TbpA-r TbpA-r TbpA-r
Tbe[ £ TbhpB-r TbhpB-r TbhpB-r TbhpB-r
(it) control control control control
TbpA-r TbpB-r ial ial
comercial comercial comercial comercial
Control Tbp-nat (i Tho-nat (i Tbp-nat (im) Tbp-nat (im)
p-nat (im) p-nat(im) |ty bt (it) Thp-nat (it)
Tbp-nat (it) Tbp-nat (it)
comercial comercial comercial comercial
TbpA-r | Tbp-nat (im) Thbp-nat (im) Thbp-nat (im) Tbp-nat (im)
Thp-nat (it) Thp-nat (it) Thp-nat (it) Thp-nat (it)
comercial comercial comercial comercial
TbpB-r Tbp-nat (im) Tbp-nat (im) Tbp-nat (im) Tbp-nat (im)
Thp-nat (it) Tbp-nat (it) Tbp-nat (it) Tbp-nat (it)
TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r
ELISA con Comercial | TopB-r TbhpB-r TbhpB-r TbpB-r
OMP como control control control control
Ag Thp-nat TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r
A TbhpB-r TbhpB-r TbhpB-r TbpB-r
(im) control control control control
) TbpA-r TbpA-r TbpA-r TbpA-r
Tbe[ £ TbpB-r TbpB-r TbpB-r TbpB-r
(it) control control control control
comercial comercial comercial comercial
Control Tbp-nat (im) Tbp-nat (im) Tbp-nat (im) Tbp-nat (im)
Tbp-nat (it) Thp-nat (it) Thp-nat (it) Thp-nat (it)
comercial comercial comercial comercial
TbpA-r | Tbp-nat (im) Thbp-nat (im) Thbp-nat (im) Tbp-nat (im)
Tbp-nat (it) Tbp-nat (it) Tbp-nat (it) Tbp-nat (it)
comercial comercial comercial comercial
TbpB-r | Tbp-nat (im) Tbp-im Thbp-nat (im) Tbp-nat (im)
Thp-nat (it) Thp-it Thp-nat (it) Thp-nat (it)
comercial comercial comercial comercial
ELISA con Comercial | Tbp-nat (im) Tbp-nat (im) Tbp-nat (im) Tbp-nat (im)
Thp-nat Thp-nat (it) Tbp-nat (it) Tbp-nat (it) Tbp-nat (it)
) TbpA-r TbpA-r TbpA-r TbpA-r
como Ag Tb'p I TbpB-r TbpB-r TbpB-r TbpB-r
(im) control control control control
) TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r TbhpA-r
prt il TbhpB-r TbhpB-r TbhpB-r TbhpB-r
(it) control control control control
comercial comercial comercial comercial
Control | Tbp-nat (im) Tbp-nat (im) Tbp-nat (im) Tbp-nat (im)
Tbp-nat (it) Tbp-nat (it) Tbp-nat (it) Tbp-nat (it)
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7.8. ELISA para IgA

La intencién fue comprobar diferencias respectdadelgA entre los grupos
inmunizados con las proteinas nativas de union teatesferrina, con dos adyuvantes

diferentes y utilizando distintas vias de admiaistin.

Se llevaron a cabo los tapizados de las placadosotres antigenos sefalados
(bacteria inactivada, OMP y Thbp-nat). La evoluctim cada animal en los diferentes
momentos del estudio se detalla en la Figura 4(488x0). La media y desviacion

estandar de cada grupo se presenta a continuacion.

7.8.a. Cerdos inmunizados con la TbpA recombinante

Los niveles de anticuerpos (densidad o6ptica) setumemon en valores
minimos, por lo que no se apreciaron diferencitedésticamente significativas (Figura
4.119).
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Figura 4.119 Evolucién de las IgA en el grupo ThpA-r.

7.8.b. Cerdos inmunizados con la TbpB recombinante

Como en el caso anterior, la densidad oOptica ddglasen el suero fue muy

discreta, sin significancia estadistica (Figur&2@)1
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Figura 4.120.Evolucién de las IgA en el grupo TbhpB-r.

7.8.c. Cerdos inmunizados con la vacuna comercial

En este grupo de animales tampoco se observardaciemes dignas de
mencion ni diferencias significativas. La Figurd2llL muestra la evoluciéon de las IgA

en este grupo.
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Figura 4.121.Evolucién de las IgA en el grupo inmunizado comdauna comercial.

7.8.d. Cerdos inmunizados con las proteinas de umiéa la transferrina
administradas por via intramuscular

Como en los casos anteriores, no se apreciarotagglo del estudio diferencias
significativas (Figura 4.122).
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Figura 4.122 Evolucién de las IgA en el grupo Thp-nat (im).

7.8.e. Cerdos inmunizados con las proteinas nativade union a la
transferrina administradas por via intratraqueal

Como era de esperar, en este grupo la via de adramion fue determinante en
la produccion de anticuerpos de la clase IgA. Coase comparan los resultados
obtenidos con las medidas de la densidad Opticdoslesueros después de la 12
inmunizacion, después de la 22 y antes del saorifise observaron diferencias
significativas (Figura 4.123 y Tabla 4.26).
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Figura 4.123.Evolucién de las IgA en el grupo Thp-nat.(it)
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Tabla 4.26Valores de p y significacion estadistica en losltados de anticuerpos séricos (IgA) medidos
por distintos ELISAs en tres momentos de la pruetperimental

IgA
Bact. inactivada OMP Tbp-nat

| 0,0021.S 0,0033.S 0,0012.5

Il 0,1216.NS 0,0933NS 0,0848.NS
1] 0,0931.NS 0,1123NS 0,0847NS

I Antes de la 12 inmunizacién- antes de ldl2%ntes de la 22 inmunizacion- antes del desHfioantes
del desafio- antes del sacrificl= significativo (p< 0,005)NS= no significativa

7.8.f. Cerdos control (inoculados con PBS)

Como era de esperar, no se observaron datos rredalcie con la presencia de
IgA (Figura 4.124).
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Figura 4.124 Evolucién de las IgA en el grupo control.

7.8.9. Estudio estadistico global

Una vez estudiado lo ocurrido en cada uno de lagpay, procedimos a
comprobar si existian diferencias globales entieselSe utilizé el programa
informatico SPSS. Se compararon los valores daliktntos lotes el dia del desafio
pero, como no se partia del mismo valor de dengigiida, se trabajoé con la variable
“diferencia”, que fue calculada restando a cadadetos valores del dia cero (desafio),
el valor del dia antes de la primera inmunizaciplicada esta variable, se analiz6 si

existian diferencias entre grupos, como apareda €abla 4.27.
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Tabla 4.27. Diferencias estadisticamente significativas egmgos, en la IgA, para diferentes ELISA
utilizados. Sélo se representan los valores siatifios (p< 0,005)

ELISA con Ag bacteria inactivada
TbpA-r TbpB-r | Comercial| Tbp-nat (im)| Tbp-nat (it) | Control

TbpA-r
TbPB-r
Tbp-nat (it) | Tbp-nat (it) | Tbp-nat (it)| Tbp-nat (it) | conntrol Tbp-nat (it)
comercial

Tbp-nat (im)

ELISA con Ag OMP
TbpA-r TbpB-r | Comercial| Tbp-nat (im)| Tbp-nat (it) | Control
TbpA-r
ThPB-r
Tbp-nat (it) | Tbp-nat (it) | Tbp-nat (it)| Tbp-nat (it) | conntrol Tbp-nat (it)
comercial

Tbp-nat (im)

IgA

ELISA con Ag Tbp-nat
ThpA-r ThpB-r | Comercial| Tbp-nat (im)| Tbp-nat (it) | Control
TbpA-r
TbhPB-r
Tbp-nat (it) | Tbp-nat (it) | Tbp-nat (it)| Tbp-nat (it) | conntrol Tbp-nat (it)
comercial

Tbp-nat (im)

TbpA-r: proteina de unién a la transferrina A rebamante
TbpB-r: proteina de unién a la transferrina B reciorabte
Tbp-nat (im): proteinas nativas de unién a la fiemiga inoculadas por via intramuscular

Tbp-nat (it): proteinas nativas de union a la tiemima inoculadas por via intratraqueal

Se aprecia claramente cémo el Unico grupo que meseliferencias
estadisticamente significativas con el resto fueleelanimales inmunizados con las
proteinas nativas de unidon a la transferrina per imtratraqueal, lo que parece
relacionado Unicamente con la via de inoculaciéhiea con el efecto conjunto de la

via y el empleo del inmunopotenciador.
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8. Identificacion de
transferrina

las proteinas de union a la

El extracto proteico enriquecido con las proteimagivas de unién a la
transferrina fue sometido a un proceso de purificeconcentracion (apartado 3.2.a de
Métodos), previo a su identificacion. El extractoncentrado fue sometido a
electroforesis en una dimension (Figura 4.125) ileatificaron un total de 9 proteinas
mediante la aplicacion de un analisis de espectriande masas por MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption Ioglization Timl;Fthght) (Tabla 4.28).
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Figura 4.125.Gel 1D tefiido con azul Coomassie coloid&l.Marcador de peso moleculde
250 a 10 kDa (Biorad)B: extracto proteico de unién a la transferrina @adas del 1-9 las
bandas identificadas por MALDI-TOF).

Tabla 4.28.Caracteristicas de las nueve proteinas identificadal extracto de Thp-nat

NGmero de Punto N° péptidos Proteina
Banda Nombre Masa isoeléctrico encontrados/ cubierta Puntuacion
acceso o
(tedrico) buscados (%)
. Proteina de unioén a Ig
1 gi/33305754 transferrina A (TbpA) 106.614 9,11 18/32 21 152
2 sp/P09571 Transferrina de cerdo| 78.971 6,93 8/20 14 77
. Proteina de uni6n a Ig
3 /161408008 transferrina B (TbpB) 59.835 6,40 16/37 31 157
Transportador ABC dg
4 gi/167855391 union al hierro 57.908 8,23 15/30 30 156
periplasmico
5 /219692447 Catalasa 54.954 6,50 14/22 33 180
6 gil219692224 | Factor d‘?rﬁn"’"gac'” 43.501 5,23 11/17 32 140
7 gil20996888g | Froteina de membrana g -, 9,20 5/13 17 60
externa P2
8 gil219691519 | Froteinadeunional| ,; ;g 8,80 15/39 50 174
hierro periplasmico
Transportador ABC dg
9 gi/219691491 unién al hierro 32.632 7,74 7122 32 84
peripldsmico quelado
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Las proteinas identificadas incluyeron la TbpA, Bbpos transportadores de
hierro y dos proteinas de membrana externa reladamtambién con el intercambio de
este elemento. De estas proteinas es conocidansidriuy su dependencia del hierro,
por lo que se esperaba su extraccion. Se obtuMaiéaralguna proteina no relacionada
con la captacion del hierro, como la catalasa ofaetor de enlongacion Tu,
posiblemente ligado a una copurificacion de laigwia, debido a la unidn inespecifica.
También se obtuvo la proteina con la que se pariét extracto bacteriano (la
transferrina de cerdo), esperable cuando las pacifines se llevan a cabo mediante

columnas de afinidad.
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9. Inmunoprotedmica

Se estudiaron los grupos que sobrevivieron a kcandn porH. parasuis para
analizar las proteinas frente a las que se produaigr cantidad de anticuerpos a lo
largo de la prueba experimental y conocer de esi@onguéles eran las proteinas mas

inmundgenas.

Se realizaron geles 2D (en dos dimensiones) canuestra de proteinas de
union a la transferrina y se transfirieron a memasade nitrocelulosa, que fueron
expuestas a diferentes sueros de los animalesiado enomentos del estudio: antes de
las inmunizaciones, tras la 12, tras la 22 (coertiel con el momento previo a la

infeccidon) y 10 dias después del desafio.

9.1. Grupo inmunizado con las proteinas nativasniten a la
transferrina administradas por via intramuscular

Comparados los cuationmunoblotting se observé claramente la presencia de
nuevas proteinas tras la 12 inmunizacién, y esipeeide después de la 22, en la que
ademas se apreciaban con mayor intensidad. Ponthdo, a los 10 dias del desafio
algunas de estas proteinas desaparecian de laninfleigera 4.126). En el gel de la
Figura 4.127 se seleccionaron Igpots correspondientes a estas proteinas, para

proceder a su identificacion. En la Tabla 4.29sgeeeifican las proteinas identificadas.
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Figura 4.126. Immunoblottingde cuatro momentos de la prueba experimental @sspots proteicos

diferentes, encontrados en el grupo de animalesriimado con las Tbp-nat (im)

Figura 4.127.Spotsdiferentes en este grupo, marcados en gel 20jdeftin azul Coomassie coloidal
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Tabla 4.29.Caracteristicas de las proteinas seleccionaddsgempe inmunizado con Tbp- nat (im).

NGmero de Punto n° péptidos | Proteina
Spot Nombre Masa | isoeléctrico | encontrados/ | cubierta | Puntuacién
acceso .
(tedrico) buscados (%)
1 | girz19691880| FKBP-peptidil-prolil| ¢ 5,61 74 21/65 57 187
cis trans isomerasa
Transportador ABC
3 0i/219691491 de union al hierro | 32.632 7,74 25/65 87 286
periplasmico quelado
Transportador ABC
4 0i/219691491| de unién al hierro | 32.632 7,74 18/49 68 199
periplasmico quelado
6 | giiz19691510| Froteinadeunionall ,; ;g 8,80 33/65 81 385
hierro periplasmico
9 | girz19691880| FRBP-peptidi-prolil| . 5,1 g 7, 14/49 48 123
cis trans isomerasa
Precursor de
14 | gi/167854834 proteccion de 90.241 7,04 34/65 46 310
superficie D15
15 | gil21691444 | NeUraminidasa exa-| ;, o, 7,25 13/65 9 53
sialidasa nanH
19 | gif224177693 Froteina de membrana g ;oo 9,25 27178 59 283
externa P2

Lo primero que cabe destacar en la identificaci@ las spots proteicos

encontrados es que algunos de ellos fueron isofodeda misma proteina, por lo que

se repitieron en la identificacion. Ademas, algudadas proteinas detectadas en este

grupo ya habian sido encontradas en el extractigipoode las proteinas nativas de

unién a la transferrina, como es el caso de laepratde union al hierro periplasmico o

el transportador ABC de unién al hierro queladordsto de proteinas que aparecen no

se identificaron en el extracto, seguramente posgueoncentracion en €l fue minima

por debajo del umbral de deteccion.
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9.2. Grupo inmunizado con las proteinas nativasniten a la
transferrina administradas por via intratraqueal

En este caso, se detectdé un mayor numero de pastéiente a las que se
producian anticuerpos, hasta un total de 16 (Figui28), con mayor sintesis de
anticuerpos frente a ellas que en el grupo anteEorel gel de la Figura 4.129 se

observaron lospotsque se identificaron en este grupo.
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Figura 4.128.Immunoblottingde cuatro momentos de la prueba experimental @a®rispots proteicos
diferentes encontrados en el grupo de animalesriimados con las Thp-nat (it)
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Figura 4.129.Spotsdiferentes en este grupo, marcados en gel 2Rjdeiin azul Coomassie coloidal

Tras la identificacion de estospots, las proteinas obtenidas figuran en laTabla
4.30. Nuevamente se identificaron isoformas deitama proteina en varios de lgigots
obtenidos. Aparecieron ademas algunas que ya haliandentificadas en el extracto
de proteinas nativas de unidon a la transferrinejocta proteina de union al hierro
periplasmico, el transportador ABC del hierro qdela la catalasa; asi mismo, se
detectaron otras proteinas que no aparecian extrc® porque seguramente su
concentracién no era suficiente. Dentro de estmdlgrupo, la mayoria ya aparecian
cuando el grupo de estudio era el inmunizado cqnnit (im), como la FKBP peptidil-
prolil-cis-trans isomerasa, la neuraminidasa esialidasa, el precursor de superficie
D15 o la proteina de la membrana externa P2. Ebicamtras proteinas se detectaron
por primera vez en este grupo experimental, coma&alatina-guanina fosforribosil
transferasa, la CMP-N-acetilneuraminico sintetes&nilalanina ARN-t sintetasa o la

gliceraldehido 3 fosfato.
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Tabla 4.30.Caracteristicas de las proteinas seleccionaddgyempe inmunizado con las Thp-nat (it).

NGmero de Punto n° péptidos | Proteina
Spot Nombre Masa | isoeléctrico | encontrados/ | cubierta | Puntuacion
acceso .
(tedrico) buscados (%)
1 | girz19691880| FKBP-peptidil-prolil| ¢ 5,61 74 21/65 57 187
cis trans isomerasa
Transportador ABC
3 0i/219691491 de unioén al hierro 32.632 7,74 25/65 87 286
periplasmico quelado
Transportador ABC
4 0i/219691491| de unién al hierro | 32.632 7,74 18/49 68 199
periplasmico quelado
Transportador ABC
5 0i/219691491| de unién al hierro | 32.632 7,74 18/49 68 199
periplasmico quelado
6 | gi/219691519 z.mte'“a N 7 755 8,80 33/65 81 385
ierro periplasmico
8 | giiz19691510| Froteinadeunionall ,; ;g 8,80 33/65 81 385
hierro periplasmico
Xantina- guanina
10 | gi/219691806 fosforribosil 17.910 5,64 7165 52 64
transferasa
CMP- N-
11 gi/219690522 acetilneuramico 24.144 5,58 17/65 76 166
sintetasa
12 | gie1969114 | Femlalanina- ARN-t | o0 550|549 13/65 22 107
sintetasa
13 | gi/219690484) Cliceraldenidos- - . .4, 5,82 23/65 69 240
fosfato
Precursor de
14 0i/167854834 proteccion de 90.241 7,04 34/65 46 310
superficie D15
. Neuraminidasa exo-
15 gi/21691444 el e 74.913 7,25 13/65 9 53
16 0i/219692447 Catalasa 54.954 6,50 26/65 50 244
17 0i/219692447 Catalasa 54.954 6,50 26/65 50 244
18 0i/219692447 Catalasa 54.954 6,50 26/65 50 244
19 | giiz24177693| Froteina de membrana g ;o 9,25 27/78 59 283

externa P2
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9.3. Grupo inmunizado con la vacuna comercial

Tras la comparacion de los dos grupos inmunizadodas proteinas nativas de
unién a la transferrina, se llevaron a cabo losidiss pertinentes con el grupo de

animales vacunados con la bacterina comercial.

_ _—~Antesdela1’ inmunizacion. 1 min exp Tras 1° inmunizacion. 1 mih exp
b ] ] 31 @
L~ R @.
- -

_,f/ Tras 2° inmunizacion. 1 min exp 10 dias tras la infeccidn. 1 min exp
14 23 E " E @
R e - e )
e A0 D
L] "

©
s -®; ®! ®.

Figura 4.130.Immunoblottingde cuatro momentos de la prueba experimental @®rispot$ proteicos
diferenciales encontrados en el grupo de animataesnizados con la vacuna comercial

En este caso, el numero de proteinas diferentestddas después de comparar
los geles correspondientes a los cuatro momentbsexjgerimento seleccionados
(Figura 4.130) resulté menor que en el grupo dadafipor via intratraqueal,

visualizandose un total de I1sphots (Figura 4.131). Las proteinas identificadas se

muestran en la Tabla 4.31.
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Figura 4.131.Spotsdiferentes en este grupo, marcados en gel 2jdsftion azul Coomassie coloidal

Tabla 4.31.Caracteristicas de las proteinas seleccionaddsyempe inmunizado con la vacuna comercial.

NGmero de Punto n° péptidos | Proteina
Spot Nombre Masa | isoeléctrico | encontrados/ | cubierta | Puntuacién
acceso e
(tedrico) buscados (%)
1 | girz19691880 FKBP- peptidil- prolil| ¢ -, ¢ 8,74 21/65 57 187
cis trans isomerasa
Transportador ABC
3 0i/219691491|  de unién al hierro | 32.632 7,74 25/65 87 286
periplasmico quelado
Transportador ABC
4 0i/219691491| de unién al hierro | 32.632 7,74 18/49 68 199
periplasmico quelado
Transportador ABC
5 0i/219691491| de unién al hierro | 32.632 7,74 18/49 68 199

periplasmico quelado

6 | giiz19691510| Froteinadeunionall ; ,op 8,80 33/65 81 385
hierro periplasmico

Xantina- guanina
10 0i/219691806 fosforribosil 17.910 5,64 7165 52 64
transferasa

Precursor de
14 | gi/167854834 proteccion de 90.241 7,04 34/65 46 310
superficie D15

15 | gil21691444 | NeUraminidasa exa| ;, o, 7,25 13/65 9 53
sialidasa nanH

16 | gi/219692447 Catalasa 54.954 6,50 26/65 50 244
17 | gi/219692447 Catalasa 54.954 6,50 26/65 50 244
18 | gi/219692447 Catalasa 54.954 6,50 26/65 50 244

Proteina de membran

@38.505 9,25 27178 59 283
externa P2

19 | gi/224177693
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En la Tabla 4.31 se observan de nuevo isoformdasdemismas proteinas igual
que en los grupos anteriores. En este caso, nacdesinguna proteina diferente que no
hubiera sido identificada en aquéllos. Aparecigiambién proteinas que habian sido
detectadas en el extracto proteico de union atesterrina, como la proteina de union
al hierro periplasmico, el transportador ABC derto quelado o la catalasa, ademas de
otras no encontradas en el extracto por su esca&rracion, pero si en los grupos

experimentales anteriores.
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Discusion

1. Preparacion y produccion de la TbpA recombinante

En los ultimos tiempos, la enfermedad de Glasseasidmcontrolada con el uso
de bacterinas, que confieren proteccion frenteedtgpo homaologo (Rapp- Gabrielson
et al, 1997). Por otro lado, se ha descrito tambiéndayrccion de anticuerpos frente a
las proteinas de la membrana externa (OMP)Hdeparasuis,lo que sugiere que
representan un componente bacteriano inmundégemailet al., 1991). Martin de la
Fuenteet al. (2009) demostraron la proteccion parcial medianteuinizacion con un
extracto de proteinas de membrana externa en desafperimentales llevados a cabo
con el serotipo 5, cepa Nagasaki. En la misma lidlkauet al (2009) han confirmado
como buenos candidatos vacunales algunas OMP camBalA, Omp2, D15 y
Hps06257; ademas, obtuvieron una buena inmunogexictuando purificaron la

OMP5 recombinante dd. parasuis

Dentro de las OMP, las proteinas de union a lastearnna (Tbp) han sido
consideradas moléculas idéneas en el desarroli@adenas en otros microorganismos
Gram negativos comad. influenzae(Loosmoreet al., 1996). La TbpB ha sido
caracterizada em. parasuis(del Rioet al, 2005), mientras que el gebpA fue
empleado con éxito para llevar a cabo el genotipldoepas de campo y de referencia
por PCR-RFLP (de la Puente Redomrdal, 2003; Liet al, 2009).

En este trabajo, para amplificar la proteina TheAldparasuisse recurrio a un
cebadorforward de disefio especifico y a umverse propuesto por De la Puente
Redondcet al. (2000). Dado que la amplificacion del producto gkatitbpA obtenido en
H. parasuis resulté de diferente tamafio (2,8 Kb) al fragmenotuienido enA.
pleuropneumoniag A. suis(de la Puente Redonds al., 2000), la amplificacion de
este gen podria representar una buena herramieggaddtica en la diferenciacion de
las bacterias responsables de las enfermedadasatasas porcinas causadas por la
familia Pasteurellaceae

Después de la seleccion del fragmento de 600 pé pi®teina TbpA de la cepa
Nagasaki del serotipo 5 d¢. parasuis su purificacion y elucion, se obtuvo mediante
SDS- PAGE una banda de 38,5kDa. Este procedimfaertievado a cabo en estudios
anteriores (del Riet al, 2005) para el disefio de un fragmento proteicomdinante

de la proteina TbpB dkl. parasuis en el extremo N-terminal. En este trabajo, sin
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embargo, se decidid seleccionar un fragmento irgdionde 600 nucleoétidos (del 301 al
901) que comprende un lazo extracelular, debidoedl@ TbpA es una proteina integral
de membrana compuesta por 11 lazos extracelularB® mas periplasmicos, cuyo
extremo N-terminal es muy hidrofébico. Trabajandon cla TbpA de Neisseria
gonorrhoeae (Cornelissen, 2004), se habia demostrado que ragmentos mas
expuestos y, por tanto, mas accesibles a las séllgh sistema inmune, eran los

dominios intermedios de la ThpA.

Con anterioridad al uso de la proteina recombinabtenida en este trabajo, en
estudios de proteccion inmune en el hospedadorratatse llevaron a cabo dos
determinaciones especificas, dirigidas a conocarosportamiento desde el punto de
vista de su capacidad inmundgena. Por un lados@lde conejos para el estudio de
produccion de anticuerpos policlonales y, en seguadar, el estudio de la capacidad
bactericida del suero (estudio de la presencia ddcugrpos fijadores del

complemento).

En relacién con la primera, los resultados obteidediante ELISA a partir de
los sueros de conejos inmunizados con diferentespapados del fragmento
seleccionado de la TbpA-r, demostraron que el feagm elegido era una regién
inmundgena, asi como que los anticuerpos anticagupmducidos también reconocian
otros microorganismos de la famillRasteurellaceaecomo A. pleuropneumoniage
hecho que revela la conservacion filogenética the @®teina, circunstancia descrita en

investigaciones llevadas a cabo con otros microusgaos (Myerst al, 1998).

Respecto de lo segundo, los estudios basados earctiadad bactericida
pusieron de manifiesto que el fragmento recomb@detla TbpA inducia anticuerpos
con capacidad bactericida (aunque no se tratada geoteina entera) en el serotipo
homologo del que se obtenia el fragmento. Est&idatl bactericida del suero podria
predecir su utilizacion potencial en la formulacida una vacuna eficaz contra la
enfermedad. Precisamente, la proteccion produciola | TbpA de otros Gram
negativos, com®. meningitidigWestet al, 2001) oA. pleuropneumoniagkim y Lee,

2007), avalaria la posible eficacia del fragmemtiigénico producido en este estudio.
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2. Prueba experimental con cerdos privados de calos

Los estudios de infeccion experimental de la endelad de Glasser en el
hospedador natural se enfrentan habitualmenteacprekencia de anticuerpos naturales
generados como consecuencia de la precocidadabdolaizacion nasal dd. parasuis
procedentes de la madre, al nacimiento, o en losepos dias de vida, a lo que se suma
la transferencia pasiva de los mismos a través diegestion de calostro (Rodriguez-
Ferriet al, 2000; Oliverireet al, 2003).

Las alternativas planteadas para resolver estaac&gitu han pasado,
tradicionalmente, por la utilizacién de cerdos §Rmanoet al, 1997), gnotobidticos
obtenidos por ceséarea o cerdos privados de cal@®@app-Gabrielsort al, 1997); en
cualquier caso, evitando las oportunidades de rnren&n del microorganismo a los
recién nacidos, desde la madre portadora. La ogaainteada por los cerdos privados
de calostro, obtenidos mediante parto natural, @tseentaja de su menor coste y su
utilidad resulta satisfactoria (Blaneet al, 2004; Martin de la Fuentet al., 2009),
razones por las que en este trabajo se decidicemaméste criterio. Las modificaciones
introducidas en los protocolos de obtencion dedeeb y su mantenimiento rindieron
mejores resultados en el indice de supervivena@ntel las primeras semanas de vida.

2.1. Estrategias de inmunizacion e infeccion

El tipo de inmunizacion mas utilizado para el cohde la enfermedad de
Glasser se basa en el empleo de bacterinas (BRagiyg, 2002; Martin de la Fuengg
al., 2009), pero con el inconveniente de que su eficse limita al serotipo utilizado en
la composicion vacunal. Los ultimos avances enntaunizacién han planteado la
utilidad de vacunas recombinantes o formuladaspcoteinas extracelulares, presentes
en todos los serotipos y que resultan accesiblesst@ma inmune (del Rio, 2004;
McVicker et al, 2006), teniendo como referencia la eficacia de lecunas
recombinantes en otros miembros de la farmaateurellacea¢Goetheet al, 2001).

En este trabajo se ha utilizado en la inmunizacénre otras opciones, una
bacterina comercial con el resultado de una prateammpleta frente al desafio con el
serotipo homoélogo, situacion que confirma los faslds obtenidos por otros autores
(Oliveira et al, 2003; Martin de la Fuentet al, 2009). Otra de las formulaciones

vacunales probadas en el estudio fue un extracfwrateinas de la membrana externa
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con afinidad por la transferrina porcina. La razim su eleccion se puede explicar
mediante estudios previos en los que las OMP pfadugroteccion en otras especies
proximas. Asi, Goetheet al. (1991) demostraron er\. pleuropneumoniaela
inmunogenicidad de algunas proteinas de la memhesigana, que se expresaban en
mayor concentracion en ausencia de hierro (hasiaccatro veces en el caso de la
TbpB). Por ello, se decidié6 emplear una preparaciada de proteinas de la membrana
externa capaces de unirse a la transferrina, cangarsu eficacia protectora con la de
una vacuna comercial y con preparaciones purifEadia proteinas recombinantes
(TbpA-ry TbpB-r).

Las vacunas recombinantes elaboradas con las atsinas de union a la
transferrina, TbpA-r y TbpB-r, han demostrado suunogenicidad en el caso de otros
microorganismos de la familiRasteurellaceag/ de otras famillias proximasn N.
meningitidisse comprobd que una vacuna recombinante con teipaoTbpA completa
inducia buena proteccion (West, 2001); por el eoitty en el caso dél. parasuis
(Martin de la Fuentet al, 2009), el extremo N-terminal de la TbpB (del Rioal,
2004) no conferia proteccién, aunque se observardb® animales vacunados una
disminucién de las lesiones desarrolladas. En tesbajo, tanto la TbpA-r como la
TbpB-r se han clonado eB. coli para obtener concentraciones mas altas de estos

antigenos.

Sobre la base de los resultados de la inmunizasmania TbpB-r disefiada por
del Rio (2004), obtenidos por Martin de la Fuesttal. (2009), y en la TbpA-r disefiada
en este trabajo, se plante6 un ensayo de inmudizaci cerdos privados de calostro en
el que se obtuvo una proteccién parcial frente iafeccion con el serotipo homalogo.
En estudios anteriores se han obtenido tambiéitadses similares. Myerst al. (1998)
observaron que los anticuerpos generados frenta &lpA-r reconocian epitopos en la
superficie de la bacteria entera pero carecianctieidad bactericida. En el mismo
sentido, Loosmonet al. (1996) inmunizaron pasivamente ratas con suerasodejos
vacunados frente a una TbpA-r ¢ influenzaey los animales sobrevivian a la
infeccidn resultante del desafio con una cepaerital Sin embargo, Pottetr al. (1999)
comprobaron que la asociacion de la proteina ThgtAvan con una TbpB recombinante

de Mannheimia hemolyticai conferia buena proteccion contra al desafierxental.
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Debido a los estudios previos, se puede pensaladaéia de buenos resultados
obtenidos por la vacunacion con la TbpB-r podribedse a la secuencia antigénica
insuficiente o inadecuada del fragmento proteiomatlo, de modo que la secuencia de
aminoacidos elegida no hubiera contemplado todosits de unidn a la transferrina.
Retzeret al. (1998) clonaron y expresaron la porcion completaisinal de la proteina
TbpB de diferentes especies de las familRasteurellaceaey Neisseriaceaey
demostraron el potencial de unién a la transfercay@ada con hierro que posee este

fragmento.

Todas las formulaciones vacunales comparadas erestidio, excepto una de
las integradas por las proteinas nativas con afihpbr la transferrina (Tbp-nat), que se
inoculd intratraquealmente, fueron administradas \pa intramuscular. ElI adyuvante
elegido fue el Montanide IMS 2215 VG PR (Seppia)e ya habia sido utilizado con
anterioridad con resultados aceptables (Martiradeukenteet al, 2009), pero con otras
formulaciones vacunales. Se trata de un productoeomal de nueva generacion,
compuesto por nanoparticulas, con un inmunoestimteikoluble cuya funcién consiste
en la atraccion de células inmunocompetentes ystemelacion de la captura del

antigeno por parte de las células presentadorao(Awrieret al, 2000).

En la inmunizacion basada en las proteinas natoms afinidad por la
transferrina por via intratraqueal se utiliz6 laumaninidasa VA de Clostridium
perfringens una glicoproteina que posee actividad enzim&aare el acido sialico
durante la inflamacion o infeccion, produciendalésializacion de los glicoconjugados
presentes en la superficie de las células (Miaml, 2007). Kuroiwaet al. (2009)
describieron el incremento en los niveles de sémede la IL- 8 después de traiar
vitro células de pulmon con neuraminidasa. Stametas. (2003) demostraron que,
como respuesta a la desializacion de los glicogajas presentes en los monaocitos, se
experimentaba un incremento en la produccion aguibas inflamatorias especificas,
como la IL-6. Por todo ello, se decidi6 emplearaegticoproteina como agente
estimulante de la respuesta inmune local, a figukeaumentara la atraccion de células
fagociticas y presentadoras de antigeno y de gastiseulara una respuesta inmune de

mucosas.

La vacuna comercial PorcifisGlasser reveld también una excelente eficacia

frente al desafio experimental, como ya se habifaodgado en otros trabajos (Bak-
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Riising, 2002). Takahaslket al. (2000) resaltaron la falta de inmunidad heterdlkbgau
vacuna, compuesta por una bacterina del serotig@Hh parasuis el mismo serotipo

que el usado en la vacuna comercial de nuestrdiestyperimental.

El grupo control, no inmunizado y solo infectada sobrevivio, lo que
demostré que la dosis letal del desafio elegidaahalmlo bien ajustada. Algunos
estudios llevados a cabo acerca de la reprodwabilde la enfermedad (Oliveieaal,
2003; Blancoet al., 2004) han demostrado que la inoculacion de unaessgm
bacteriana del serotipo 5, de entré $00° UFC, es capaz de reproducir la enfermedad,
con sus lesiones tipicas (poliserositis, meningatigitis), ademas de resultar posible la
recuperacion de la bacteria a partir de los anisnallectados. Basandonos en el estudio
llevado a cabo por Blancet al. (2008), en el que se calculé que una dosis irdeaci
comprendida entre 1 x 19 1 x 10 UFC era el intervalo 6ptimo para el desarrolloale |
enfermedad, se opté por infectar con 3 & WEC. Esta dosis permitié analizar en los
diferentes lotes experimentales la evolucion de léssones y llevar a cabo los

aislamientos microbioldgicos.

La infeccion experimental se llevo a cabo medigutecion entre dos anillos de
la traquea, como habian descrito trabajos antsri@&ncoet al, 2008; Martin de la
Fuenteet al, 2009). Se trata de una practica relativamenteill®nque no requiere un
manejo complejo ni anestesia previa. Tras la iramah, se comprob6 que los animales
no padecian ninguna lesion tisular ni problemapir&®rios, derivados del modo de

inoculacion de los microorganismos.

2.2. Evolucioén clinica de los animales, estudicg@mopatoldgicos
y hallazgos microbioléqgicos.

Los animales de los grupos inmunizados con lagjpras recombinantes que no
sobrevivieron a la infeccion y los animales delpgricontrol comenzaron a mostrar
sintomas de la enfermedad a las 6 horas de laciafecAl principio, presentaban
dificultad respiratoria leve, cojeras y pérdida aleetito y, ya en el final de la

enfermedad, postracién e insuficiencia respiratgriee.

Los animales del grupo control, infectados peroimmounizados, presentaron
signos de septicemia aguda, que provoco la muertedibs ellos, con un cuadro similar
al descrito por Amanet al.(1997) o Martin de la Fueng& al. (2008).
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La inmunizacion con las TbpA-r y TbpB-r produjo umateccion parcial y en
los animales que no sobrevivieron a la infeccionobservé pleuritis, pericarditis,
meningitis y peritonitis, al igual que lo descrgor otros autores (Blancet al, 2004,
Martin de la Fuentet al, 2009). Estos animales presentaron lesiones \&assutlaras,
asociadas con el desarrollo de una coagulacidavescular diseminada, propia de la
distribucion septicémica del agente, resultadoadéberaciéon de endotoxinas, hecho
gue agravaba otros signos clinicos del agente, ¢amlisnea o cianosis.

Los animales de los grupos inmunizados con la \eactomercial y con el
preparado de las proteinas nativas con afinidadepiansferrina (por cualquiera de las
dos vias utilizadas) sobrevivieron todos ellos amfaccion. Entre las escasas lesiones
encontradas, presentaron hiperplasia reactiva gelfm blanca esplénica, que podria
justificarse por el caracter invasivo d& parasuis(Vahle et al, 1995) y por la

activacion clonal de las células de memoria, epuesta a los antigenos bacterianos.

Blancoet al. (2004) aislarorH. parasuis,después de la infeccion experimental
de cerdos privados de calostro, en mas de unaizaciin organica (cerebro, bazo,
pulmén, higado, rifidn, cavidad abdominal y articidaes), en aquellos animales que
no sobrevivieron a la infeccion. En nuestro cat@eefil de aislamiento fue diferente
segun el grupo que se considere. De todos los &sn@el grupo control (no
inmunizados) se aisld. parasuisde cerebro, bazo y cavidad abdominal; en camleio, d
los grupos que fueron inmunizados con las proteasmbinantes (TbpA-r y TbpB-r)
y no sobrevivieron a la infeccidén, no exhibieronpairén comuan de localizacion de la
bacteria, sino que de cada animal fueron aisladasghnos diferentes (ver tabla 4.6 de
Resultados). Del resto de los grupos inmunizadess sgbrevivieron a la infeccién y no
murieron (grupos inmunizados con la vacuna comleyc@n Tbp-nat (im) y Tbp-nat

(it), no se obtuvieron aislados de ninguna localia

En lo que se refiere a la deteccion molecular &R BleH. parasuisa partir de
diferentes érganos, los resultados podrian asecata accion del sistema inmune del
cerdo, que determinaria la eliminacion de la acteuna mayor supervivencia en las
localizaciones donde pudo ser recuperada, ya goa semprobado que la capacidad de
crecimiento deH. parasuisesta directamente relacionada con la cantidad AB N

presente y ésta varia en funcion de los érganasnusr (O"Reillyet al, 2003).
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Tanto las lesiones observadas como la distribudgbiorigen de los aislamientos
de H. parasuispodrian ayudarnos a comprender la patogenia dmflrmedad. La
congestiéon y los edemas observados en los diferéngmnos podrian explicarse como
una activacion del sistema de coagulacion y libérade fibrina, para inmovilizar la
bacteria. Todas las lesiones encontradas en pulsafime todo las de tipo vascular,

podrian ser la causa de la disnea observada anilogles.

3. Accion bactericida del suero

La capacidad deH. parasuis para producir una infeccion sistémica esta
directamente relacionada con su resistencia ansestdel complemento (Rautemeta
al., 1999), razon por la que en este estudio se keeabo el andlisis de la actividad

bactericida del suero en los diferentes gruposdeaes.

Con carécter general, el suero de todos Ilos Ilotasunizados,
independientemente del producto utilizado para elénmifestaron una clara actividad
bactericida al cabo de 8 dias (previo a la 22 ineaaion), puesto que la reduccion en el
namero de UFC/ml era de al menos 3 unidades logaes (Cerda-Cuellaet al,
2008). Los grupos inmunizados con las TbpA-r y TopPresentaron actividad
bactericida tras la primera vacunacion, a pesagu#ela mayoria de los animales no
sobrevivieron a la infeccion, lo que podria expleapor una produccién de anticuerpos
insuficiente por parte de ellos, en caso de canfeateccion frente a la enfermedad.
Los animales inmunizados con la vacuna comerciadry las proteinas de union a la
transferrina exhibieron también una marcada acb#xtericida del suero, aunque en
estos casos los niveles de anticuerpos resultarfarienites y especificos para proteger

frente la enfermedad.

Queda clara, por tanto, la participacion del sistel®l complemento, a través de
la produccién de anticuerpos fijadores del compldmeen la eliminacion de las
bacterias, hecho por otra parte ya descrito pasautores (Tadjinet.al, 2004). En
cualquier caso, ademas, la demostracion de la cipation del sistema del
complemento en la eliminacion de las bacterias mashoprobarse al descomplementar
los sueros en los que se habia demostrado actibalzdricida, con la pérdida de dicha
actividad y su recuperacion cuando a estos mismes descomplementados se les

sumistraba un aporte externo de complemento coahekeicobaya.
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4. Estudio de la respuesta de fase aguda

En una respuesta organica inmune frente a una ciofecbacteriana se
desencadena gran cantidad de procesos metabolifis®lggicos, entre los que se
pueden encontrar cambios en los niveles plasmatdmsun tipo de proteinas
denominadas proteinas de fase aguda (PFA). Estexutas se han cuantificado en
muchos estudios para valorar la respuesta agudaigue a la infeccion, (Hultegt al,
2003; Martin de la Fuentt al, 2008), porque su concentracion varia rapidamamis
curso de una infeccion inducida (Gonzélez-Rarabal, 1997). Tales cambios en su
concentracion suelen coincidir con la manifestacérios sintomas clinicos (Hulten
al., 2000).

En el ganado porcino, las PFA han sido estudiadatiferentes infecciones de
origen bacteriano, como las producidas Yersinia enterocolitic§Platt-Samoragt al,
2009),A. pleuropneumoniaésSjolundet al, 2010) y tambiémd. parasuis(Martin de la
Fuenteet al, 2008). Las proteinas plasmaticas que se indudecigalmente en el
cerdo frente a cualquier infeccidon incluyen la bagpibina, proteina C-reactiva, pig
MAP y apolipoproteina A-l, siendo ésta ultima unmatgina de fase aguda negativa
(Carpinteroet al, 2007).

En este estudio se han valorado estas cuatro PFeA@so de cerdos privados
de calostro después de la administracion intratalqde una dosis letal de la cepa
Nagasaki del serotipo 5 dd. parasuis habiendo sido los animales inmunizados
previamente con distintos preparados antigénicos.clalquier caso, se valord la
influencia, en dicha respuesta, de las distintasuitizaciones previas, comparandolas

con el grupo control, que no fue vacunado.

Los animales del grupo control murieron en los @osneros dias tras la
infeccidbn y en ellos se pudo observar que la cdneeidn de la pig MAP, la
haptoglobina y la proteina C reactiva aumentabaiderablemente, en tanto que la de
la apolipoproteina A-lI disminuia bruscamente, e gqlemostrd, como en estudios
anteriores (Gonzalez-Ramat al, 1997), que la variacion en las concentraciones de
estas proteinas plasmaticas se desarrolla rapidarras un estimulo representado por
la infeccion poH. parasuis
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Se observaron hechos similares en la concentrat@bastas cuatro proteinas
cuando se analizaron los animales inmunizados asnTbpA-r y TbpB-r que no
sobrevivieron a la infeccién. En todos ellos segoablservar que la progresion de las
PFA se encontraba estrechamente relacionada caigloss clinicos de la enfermedad
de Glasser, como habia sido comprobado por ottosesuen bacterias proximas, como

A. pleuropneumoniagHultenet al, 2003).

Las proteinas que sufrieron este cambio de modorapédo fueron la proteina
C reactiva y la apolipoproteina A-1, mientras gaepig MAP y la haptoglobina
ofrecieron una respuesta mas lenta, lo que podidaionarse con el hecho observado
en otras especies, de que la proteina C reactiuaaeproteina de fase aguda de tipo |,
inducida por la IL-1 y la IL-6, caracterizada pon incremento inmediato como
respuesta (Ramandori y Chirst, 1999), mientraslgueaptoglobina y la pig MAP se
consideran proteinas de tipo Il, con una respuesttardia pero duradera (Gonzalez-
Ramonet al, 2000). La evolucidén de nuestros resultados co@rgi en alguna de las
composiciones vacunales utilizadas, con los obosnicbn anterioridad en nuestro
laboratorio (Martin de la Fuenét al, 2008).

Los animales inmunizados con las TbpA-r y TbpBg ¢gobrevivieron a la
infeccidn, siguieron una cinética en la concenfracle estas cuatro PFA muy parecida
a la de los grupos inmunizados con la vacuna caatgrecon las proteinas nativas con
afinidad por la transferrina, en los que sobrevonetodos los animales a la infeccion.
De este modo, estos cerdos sufrieron solamente epagu variaciones en la
concentracion de las PFA en los primeros momendgdd infeccion, pero rdpidamente
los niveles se recuperaron hasta volver a los éasikh cualquier caso, ninguna de las
concentraciones de estas proteinas supero loesabbtenidos en el grupo control, lo
que coincide con lo anteriormente expuesto, eg,dgee la concentracion plasmatica
de estas proteinas esta estrechamente ligada eedanpia de lesiones y sintomas
clinicos, ya que en los animales que sobrevivierda infeccion no se apreciaron ni

unas ni otros.

El estudio estadistico demostré6 que en los animaestrol, que no
sobrevivieron a la infeccion, se producian difer@nsignificativas en todas las PFA
estudiadas al comparar el momento antes de lacidfecon lo sucedido dos dias
después. En el caso de los cerdos inmunizadosacbbpB-r, en todas las proteinas se
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obtuvieron de nuevo diferencias significativas @hparar estos dos instantes, excepto
en la apolipoproteina A-l. En los animales inmudasa con la TbpA-r que no
sobrevivieron a la infeccion, todas las proteingsgntaron diferencias significativas
cuando se comparaba el momento previo al desafidacdeterminacion efectuada dos
dias después, excepto en el caso de la haptogldstes resultados son comparables a
los obtenidos por Martin de la Fuemeteal. (2008), aunque en nuestro caso la respuesta
se apreci6 antes, ya que los primeros cambios eorleentraciéon de las PFA fueron

observados al dia siguiente de la infeccion.

Ninguno de los animales supervivientes, indepeneieente del grupo
experimental al que perteneciera, manifesté difgasnestadisticamente significativas
para ninguna de las PFA estudiadas en ningin montkenta prueba experimental, ya

que los valores permanecieron constantes hastareento del sacrificio.

Cabe destacar que uno de los animales inmunizadtas@roteinas nativas con
afinidad por la transferrina por via intratraquaéesarrollé unos dias antes del sacrificio
un aumento considerable de la proteina C readtivgue podria relacionarse con el
mayor estrés sufrido por este animal desde el mmmde la infeccidbn hasta su
fallecimiento, que tuvo lugar en el curso de un@agexion sanguinea, un dia previo al

sacrificio.

Cuando se compararon las diferentes proteinasdas ios grupos se observo
que en el caso de la pig MAP, el grupo control gmeaba diferencias estadisticamente
significativas con todos los demas grupos y que dospos de las proteinas
recombinantes TbpA y TbpB exhibian diferencias losriotes control, comercial y con
los vacunados con las proteinas de union a lafaaima. En el caso de la haptoglobina,
unicamente el grupo control dio lugar a diferen@atdisticamente significativas con
los grupos restantes. En el caso de la apolipdpeotd-l, la mayoria de los grupos
presentaron diferencias significativas entre elfzex,o en la proteina C reactiva, de
nuevo las exhibié Unicamente el grupo control respa todos los demas.

5. Estudio de la respuesta inmune humoral

Para valorar la respuesta humoral desarrollada osn diferentes grupos
experimentales, se caracterizé la respuesta demasnoglobulinas séricas frente a

diferentes antigenos del serotipo 5 e parasuis bacterias enteras, sobrenadantes
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enriguecidos en OMP y sobrenadante enriquecida@eipas nativas con afinidad por

la transferrina.

Existen numerosas moléculas antigénicas en una&rizadtente a las que se
induce la sintesis de anticuerpos, pero son la®ipes, en razon de su composicion y
complejidad estructural, las que normalmente pramowna respuesta inmune
adaptativa. La inmunogenicidad de una proteina ribpede sus caracteristicas
moleculares, de su dosis y de la via de adminiétigdanewat al.,2000).

Del andlisis de cada uno de los animales del expeto, por separado, se
observé que todos los cerdos producian anticuemassla primera inmunizacion,
aunque no sobrevivieran a la infeccidon. Estos tadas difieren de los obtenidos por
Martin de la Fuentet al. (2008), en que los animales que no sobreviviapraducian
anticuerpos y su mayor produccion tenia lugar lmasegunda inmunizacion. Como
cabia esperar, en los animales control, sin innawnim se detectaron anticuerpos a lo

largo del experimento.

Los animales inmunizados con las TbpA-r y TbpB-e qobrevivieron a la
infeccidn presentaron una elevacion importanteosnvilores de densidad 6ptica, al
igual que todos los animales pertenecientes anagog vacunados con la bacterina
comercial y con las proteinas nativas con afinigadla transferrina. Se pudo observar
que la produccion de anticuerpos de estos tremastigrupos resultaba bastante

superior a la de los grupos inmunizados con lagfras recombinantes.

Todas las inmunizaciones se llevaron a cabo coteipas del serotipo 5 de.
parasuis incluso en el caso de la vacuna comercial, pstades anteriores han
descrito reacciones cruzadas entre cepas de camlps derotipos 2 y 4, que conferian
proteccion frente a la infeccion por el serotipfTakahashet al, 2001; Martin de la
Fuenteet al, 2008). La falta de animales no permiti6 ampl@s &xperimentos para
desafiar con serotipo heter6logos y poder demgstar este trabajo, proteccion

heterélogo.

En general, observamos que la inmunizacion comdamna comercial, asi como
con las proteinas nativas de union a la transterpor las dos vias de administracion
utilizadas, estimulaban el sistema inmune frenteasaOMP, frente a las proteinas

nativas de unién a la transferrina y frente a loiganos de la célula bacteriana
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completa. Se comprob6é que tras la primera vacunas& ponia en marcha una
respuesta primaria, con un incremento significativicial de las IgM y de las IgG
totales. Después de la revacunacion se activO espuesta secundaria, de menor
intensidad que la primaria. Estos resultados difiete otras investigaciones realizadas,
en las que se hacia necesaria una revacunaciomparias animales seroconvirtieran
(Takahashet al, 2001; Martin de la Fuen& al, 2008).

Los animales supervivientes presentaron tras elfideana ligera elevacién en
los valores de anticuerpos (densidad Optica), goifgiativa, que se mantuvo hasta el
momento del sacrificio. Esto ocurrid con todasitessunoglobulinas (IgGt, IgG1, IgG2
e IgM) y coincide con lo observado por otros aiwgdigielsen, 1993). En los animales
gue no sobrevivieron a la infeccion, pero que fodramunizados con las TbhpA—r y
TbpB-r, se observé un aumento en la sintesis deuanpos, aunque no significativo,
tanto de IgG totales como de IgM, lo que parec&cardque la inmunizacion en estos
animales no resulté eficaz o suficiente. Esto sditné al analizar las subclases IgG1l e
IgG2, puesto que ninguno de estos animales fupasitvo.

Los cerdos inmunizados con la proteina TbhpA-r ytggomente infectados se
diferenciaron en dos grupos, segun su comportamienuertos y supervivientes.
Todos presentaron un importante incremento en tesidad Optica tras la primera
inmunizacién con los tres antigenos comparadosrg fidas las inmunoglobulinas
estudiadas, siendo en todos los casos, menor cqaredl@wse estudiaban frente a las
proteinas nativas con afinidad por la transferyirain menor en aquellos animales que
no superaron el desafio, de lo que puede dedugilsen la proteccidén no influye solo
el nivel de anticuerpos (protectores) inducidoso su calidad, en este caso referida al
tipo de antigeno inductor. Tras la infeccion, seiréid en todos una elevacion del nivel
de anticuerpos, que no resultdé significativo cuasel@womparaba con otros momentos

del estudio.

En el grupo de cerdos inmunizados con la TbpB-osteriormente infectados,
los animales experimentaron un incremento destacablla densidad 6ptica tras la
primera inmunizacion con los tres antigenos congusay para todas las
inmunoglobulinas estudiadas, a pesar de que sébnumal sobrevivio a la infeccion.
Como cabia esperar, la produccion de anticuerposesutd tan alta como en otros

grupos experimentales y los valores menores seviebbm nuevamente cuando el
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antigeno utilizado eran las proteinas de union drdasferrina. El Unico animal

superviviente presentd una cinética similar a Efod supervivientes del grupo anterior
por lo que resulta aplicable las mismas explicasorEn este grupo, las diferencias
significativas se obtuvieron entre antes de la erany de la segunda inmunizacion,
excepto en las IgG2, en las que también resultdfigtiva la diferencia con respecto

al momento previo a la infeccion.

La inmunizacién basada en la vacuna comercial giie los cerdos frente a la
enfermedad de Glasser, lo que coincidié con eemento de densidad 6ptica de todos
los animales frente a los tres antigenos y parasttas inmunoglobulinas, con niveles
elevados en todos los casos. Aun asi, las protaiatisas con afinidad por la
transferrina fueron las que detectaron la menoduyrcion de anticuerpos, por lo que
debe entenderse que este caso son otros antigimosdos de la bacteria completa,
los que se responsabilizan de la induccion de waTpos protectores, que soportan la
supervivencia de los animales. Para las IgGt, lmaraubisotipos 1gG1 e IgG2 y para
las IgM se obtuvieron diferencias significativagrerantes y después de la primera
inmunizacion y también entre la segunda y el momeetla infeccion. En este grupo,
los valores de anticuerpos fueron tan elevadossahge desafio que no se pudieron
observar nuevos incrementos tras él, de modo quaileles a partir de ese momento
se mantuvieron hasta el sacrificio. Tales resuia®ocorresponden con los publicados
por Cerda-Cuellaet al. (2010), que observan que una vez que se producgrieser

incremento acusado en los valores de anticuerptiss e mantienen.

En los grupos inmunizados con las proteinas nato@s afinidad por la
transferrina (via intramuscular y via intratraqielals resultados fueron similares a los
descritos en el caso del grupo inmunizado con lunva comercial, con la Unica
diferencia de que en los primeros se produjo ungomproduccion de anticuerpos
frente a las propias proteinas nativas de unidm teahsferrina. Los momentos en los
que se apreciaron diferencias estadisticamentdfisgivas fueron, respectivamente,
tras la primera inmunizaciéon y de nuevo tras lausdg, siendo los niveles de
anticuerpos muy elevados en el momento de la irflecquedando asi demostrada la

eficacia de estas inmunizaciones.

Investigaciones anteriores (Goettteal, 2001; Martin de la Fuentd al, 2008)
habian indicado que las OMP presentaban gran ingamictidad. Mediante este estudio
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se pone de manifiesto claramente que un pequefjoo gientro de estas OMP,
representado por las proteinas con afinidad pdralesferrina porcina, presenté una
gran inmunogenicidad, medida respecto de su caghad inducir inmunoglobulinas
especificas IgGt, 1gG1, IgG2 e IgM, independientetmede la via de inoculacion

elegida.

Los animales del grupo control l6gicamente no imenetaron los valores de
densidad 6ptica con ninguno de los antigenos cadparni frente a ninguna de las
inmunoglobulinas estudiadas, siendo su producc®ramticuerpos nula y constante
hasta el momento de la muerte de los cerdos. Cates @nimales fallecieron poco
después de ser sometidos al desafio, no se pudoiapbien lo que ocurria con la
respuesta inmune tras él, aunque se observé urefpegaumento en el nivel de
anticuerpos para las subclases IgG1 e 1gG2. Esiios doinciden con lo publicado en
otras investigaciones relacionadas con infecci@xgerimentales (Melnikowet. al,
2005).

Debido a que los grupos que sobreviven a la enfdath@resentan todos ellos
niveles elevados de anticuerpos, puede deducisemulos animales inmunizados con
las TbpA-r y TbpB-r, aunque se produjeron anticasfpy sin entrar en otros
consideraciones ya apuntadas, los niveles no aesualtsuficientes para la proteccion
frente a la enfermedad. Seguramente se necesjtagf@topos diferentes a los

contenidos en la formulacion vacunal utilizadaammunizacion de los animales.

Cuando se comprobo si existian diferencias estealis¢nte significativas entre
los grupos, respecto de las diferentes inmunogiadsil se pudieron establecer dos
bloques: por un lado, los grupos control y de tagginas recombinantes, y por otro, los
otros tres grupos (comercial y de las proteinasri@n a la transferrina) en los que se

observa un claro aumento en la produccion de aTpos tras la primera inmunizacion.

Después de la valoracion de las inmunoglobulinasrianes, se procedié al
estudio particular de las IgA en suero, adn sietwmtscientes de que no era ésta la
mejor opcion para la medida de esta clase de ingloibalinas; no obstante, algunos
autores han llevado a cabo la valoracion de laselgAuero con anterioridad, como por
ejemplo, en infecciones producidas pBseudomonas aerugings&oncluyendo a

propésito de su presencia y concentracion (Yaneshil, 2010).
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De entre todos los grupos de animales inmunizadosnye a los tres tipos de
antigenos empleados para la valoracién de lasdgAbservé que el Unico grupo que
las presentaba era el inmunizado con las proteiaasgs de union a la transferrina por
via intratraqueal. En los restantes, por el coiatrdos niveles de IgA se mantuvieron
practicamente nulos y constantes desde el momeaitinidio de la prueba hasta la

muerte o sacrificio de los animales.

En el grupo inmunizado con las proteinas nativasrién a la transferrina por
via intratraqueal, debido posiblemente a la viaadeninistracion, se estimuld la
inmunidad de mucosas de manera clara y signifi@aém comparacion con el resto de
grupos, en los que las inmunizaciones fueron llasadcabo por via intramuscular. Esta
estimulacién, dependiente de la via de administracée ha observado también en
estudios llevados a cabo cbhawsonia(Guedes, 2010), en los que la inoculacion en la
mucosa intestinal estimulaba la produccidn de aetmos de esta clase. La via nasal, al
menos, se presenta desde este punto de vista gaarapaidon vacunal de interés, como
sucede en el caso de otros patdgenos respirapaiosos.

6. ldentificacion de las proteinas nativas de uniom la
transferrina. Inmunoprotedmica.

Uno de los objetivos de este trabajo fue la ideaition de las proteinas nativas,

que se habian purificado en el extracto de afinidadla transferrina porcina.

A partir de la muestra purificada se realiz6 un del una dimension y se
identificaron un total de nueve proteinas. Unallde éue la transferrina porcina, lo que
era esperable ya que resulta habitual obtenersrdstta proteina de la matriz con la que
se ha purificado el extracto total, sobre todo doagl método de purificacion se lleva a

cabo mediante una columna de afinidad.

Se identificaron ademas las proteinas TbpA y ThgdEperadas, encargadas de
introducir el hierro al interior de la bacteriagfacionadas también con el transporte del
hierro, asi como el transportador ABC en forma agely una proteina de unién al
hierro de nombre desconocido, con localizaciénlersgacio periplasmico. Ademas, se
obtuvieron otras tres proteinas cuya funcion ncemseuentra relacionada ni con el
transporte ni con la captacion del hierro: la esa) el factor de enlongacién Tu y la

proteina de membrana externa P2. Se podria exg#tarporque en todo proceso de
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purificacion asociado a una columna de afinidagreducen uniones inespecificas a la

matriz, que se eluyen junto a las otras proteinas.

Algunas de estas proteinas pueden resultar inmnagégeomo se ha descrito en
estudios anteriores con microorganismos relacialadmmo N. meningitidis
(Williams, 2009), en que se han descrito por innpuotomica varias proteinas con
inmunorreactividad, obteniendo entre ellas el pansdor ABC, o comdordetella
pertussis (Altindis, 2009), en la que describe el factor el@ongacion Tu como

inmundgeno.

En la actualidad, la identificacion de inmundgenoastituye un punto crucial
para el desarrollo de vacunas. Los desarrollosdles a cabo en los dltimos afios en
gendmica y protedmica han hecho posible encontadeipas inmundgenas en diversos
patogenos bacterianos (Chehal, 2004). Las OMPs de las bacterias Gram negativas
han sido consideradas tradicionalmente de gramémteanto para el desarrollo de

vacunas como en el de herramientas para el diagn@&biceet al, 2006).

En el caso d@. pleuropneumoniagiao et al, 2009) se han encontrado algunas
proteinas, como la FepB, la AfuC y la FatB, que somponentes del sistema de
transporte del hierro y que resultan inmundgenasldrospedador natural, otro dato
mas que avala que las proteinas relacionadas aapiacion y el transporte del hierro
pueden resultar candidatas de interés para elrdsate vacunas de subunidades.

Los resultados de un gel bidimensional a partirudeextracto de proteinas
nativas de afinidad por la transferrina porcinanpgeron realizar unmmunoblotting
con los sueros de aquellos grupos de animalesajuesvieron a la infeccién y poder
determinar la presencia de nuevos antigenos comsible® candidatos vacunales. Zou
et al. (2009) utilizaron un subproteoma de OMPdHlparasuisy llegaron a identificar
un total de 15 proteinas inmundgenas mediante MALOF, dentro de las cuales
figuraban, como en nuestro caso, la proteina de brara externa OMP2 y el
transportador ABC; en cualquier caso, la proteimangémbrana externa OMP2 He

parasuisya habia sido descrita como inmundogena con antath(Haaset al, 1991).

Se realizO inmunoproteOmica a partir de los sueateslos tres grupos de
animales que quedaron completamente protegidosymmrespectivas formulaciones

vacunales: el inmunizado con la vacuna comerclabyinmunizados con las proteinas
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nativas de union a la transferrina, tanto por wieamuscular como intratraqueal. Se
compararon cuatro momentos del estudio para coraprsibexistian o no diferentes
spots proteicos inmunégenos: antes de las inmunizacjodespués de la primera,
después de la segunda (coincidente con el momeetopa la infeccion) y diez dias

después de la infeccion.

Con los sueros de los animales inmunizados corpilaeginas nativas con
afinidad por la transferrina por via intramusculse, observdé que tras la primera
inmunizacion aparecian dos proteinas nuevas y ouaadrealizé eblotting con el
suero tras la segunda inmunizacion el nimergp#sinmundégenos aumentoé. En la
altima determinacion, algunas de las proteinas aatuwieron, mientras que otras
desaparecieron. Del total de ochpots proteicos inmunégenos, se identificaron las
siguientes proteinas: la proteina de membrananex(OMP-2), el transportador ABC
en su forma quelada y una proteina de unién atcha disposicion periplasmica, que
habian sido identificadas en el gel de una dimens@no componentes del extracto.
Posteriormente, se identificaron otras tres quieliac la neuraminidasa, el precursor de
proteccion de superficie D15 y la FKBP-peptidildgrois-trans-isomerasa, que no
habian sido identificadas en el gel simple, de dingension, seguramente porque su
concentracién era demasiado baja aunque despuésraidad de la respuesta inmune
frente a ellas resultara mucho mayor que frenés atras.

Respecto de los sueros de los animales inmunizemlvdas proteinas nativas
con afinidad por la transferrina administradas piar intratraqueal, se observo con
nitidez una respuesta inmune mucho mas intensagidadi frente a un nimero mayor
de proteinas, ya que después de la primera innuidizae detectaron seis proteinas
diferentes, aumentando el nUmero después de ladgagumunizacion. De nuevo, en la
tltima determinacion se mantuvieron algung®ots proteicos mientras que otros
desaparecieron. En esta fase de la respuesta inseuiaentificaron dieciséispots
correspondientes a las siguientes proteinas: cqatro/a se habian detectado en el gel
de una dimension (OMP2, el transportador ABC effosma quelada y la proteina de
union al hierrro periplasmica, éstas tres apared&mbién en la inoculacion
intramuscular, y la catalasa). Se identificarontiigm siete proteinas que no habian sido
observadas en el gel de una dimensién, probablenpentjue en el extracto proteico se
encontraban en una concentracion demasiado edaasaufaminidasa, el precursor de

proteccion de superficie D15 y la FKBP- peptidibidrcis-trans-isomerasa); todas ellas
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habian sido ya detectadas en el grupo inoculadovigointramuscular. Aparecieron
ademas otras cuatro proteinas nuevas en este deugiceraldehido 3 fosfato, la
fenilalanina-RNAt sintetasa, la CMP-N-acetilneuraitd sintetasa y la xantina guanina

fosforribosil sintetasa.

En lo que se refiere al estudio de los suerosepertes de los animales
inmunizados con la vacuna comercial, se obtuvigesultados muy similares a los
descritos en los dos grupos anteriores, con upai@sta inmune que parecia intermedia
entre ambos. En este caso, después de la prinmuairacion se observaron sisggots
proteicos, situacion que varid escasamente traedanda inmunizacion y diez dias
después de la infeccion. En todos los casos, tasipas identificadas en este grupo ya
habian sido observadas en los grupos anteriorestré&®@ de cuatro proteinas
identificadas en el gel de una dimension: el trartagdor ABC en su forma quelada, la
OMP2, la proteina de union al hierro periplasmatgstas tres se encontraban presentes
en los dos grupos anteriores) y la catalasa (queeeia Unicamente en el grupo
inmunizado por via intratraqueal), ademas de a@waso proteinas, no identificadas en
el gel de una dimension seguramente a consecudacs baja concentracion en el
extracto, pero ya descritas en los grupos antericamo la neuraminidasa, el precursor
de proteccion de superficie D15, la FKBP-peptiddip-cis-trans-isomerasa y la

xantina guanina fosforribosil sintetasa.

En definitiva, las proteinas que en el extractotgico nativo de unidn a la
transferrina se encontraban en una concentracicas&spero que dieron lugar a una
respuesta inmune importante, podrian ser considgetagenas candidatas vacunales, ya
gue su escasa concentracion resultd suficientegstiraular de manera considerable el
sistema inmunitario. Esto, al menos, ha sido desen algunos estudios realizados a
partir de otros microrganismos, comdomeningitidigWilliams et al, 2009), en los que
se identificaron como proteinas inmundgenas ekpartador ABC o la gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa. Bordetella pertussiAltindis et al, 2008) se ha detectado,
entre otros muchos inmundgenos, la proteina FKBRigikprolil-cis-trans-isomerasa.
En Mannheimia haemolyticBAyalew et al, 2010) se identificaron como inmundgenos
la OMP2 y el transportador ABC, mientras queStreptococcus sui&Zhanget al,

2008) se han descrito de nuevo el transportador AB(liceraldehido 3 fosfato.
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1...Un fragmento proteico recombinante de 200 aminaé&cideleccionado
dentro de la TbpA del serotipo 5 déaemophilus parasuigTbpA-r), induce una
respuesta humoral inmune importante en conejosué&ilo de los animales manifiesta

actividad bactericida dependiente de la presereanticuerpos especificos.

2...La infeccion experimental de cerdos privados dested, inoculados con
una dosis letal de 3 x 1QUFC del serotipo 5 délaemophilus parasuipor via
intratraqueal, produce enfermedad de Glasser. £trds dias posteriores a la infeccion,
se produce la difusion sistémica del microorganisscun el desarrollo del cuadro

clinico y las lesiones macroscépicas y microsc@ifmcas.

3...Las vacunas formuladas a partir de proteinas nativasafimidad por la
transferrina sérica porcina, administradas por waamuscular o intratraqueal,
proporcionaron proteccion total frente a la enfatatkde Glasser, similar a la obtenida
con una bacterina comercial a base de bacteriapletan del serotipo 5, inactivadas y
con un adyuvante a base de tocoferol.

4..El uso de neuraminidasa tipo ®/Ide Clostridium perfringens,como
adyuvante de inmunidad en la vacuna formulada pateimas nativas de union a la
transferrina, administrada por via intratraqueatpresenta una buena opcion

inmunorreguladora en la vacunacion experimentatédra la enfermedad de Glasser.

5...Las proteinas recombinantes TbpA-r y TbpB-r utdas en la inmunizacion
experimental de cerdos privados de calostro indus@amente protecion parcial,
valorada en términos de anticuerpos protectorasidiciente, frente al desafio con una

dosis letal del serotipo 5 dkaemophilus parasuis

6...Todas las formulaciones vacunales utilizadas imdojeen el hospedador
natural la produccion de anticuerpos seéricos retexdos con la actividad bactericida
del suero, circunstancia que subraya el interédadactivacion del complemento
mediada por anticuerpos (via clasica) como uno odesistemas mas eficaces de
aclaracién déedaemophilus parasuien el cerdo.

7...La infeccion experimental cad. parasuisinduce cambios significativos en
las concentraciones plasmaticas de las proteinéasdeaguda pig MAP, haptoglobina,

apolipoproteina A-l y proteina C reactiva. Talemb#s se relacionan con el cuadro
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clinico y lesional que presentan los animales emdsr Las formulaciones vacunales
gue protegen frente a la enfermedad reducen sigtifamente esta respuesta en los
primeros momentos de la infeccion, recuperandcsaileles basales en las siguientes

horas.

8...La respuesta inmune humoral en cerdos privadosalstomo inmunizados
experimentalmente con las formulaciones basadgwa@einas nativas de union a la
transferrina porcina, igual que la de la bactedomercial, resulta fundamental en la

proteccion frente al desafio con una dosis letdl@emophilus parasuiserotipo 5.

9...La presencia de IgA sérica se induce Unicamentedouan la inmunizaciéon
se utiliza la via respiratoria directa (inoculacidtratraqueal) para la administracion del

preparado vacunal.

10...Los estudios de inmunoprotedmica demuestran, gextelcto de proteinas
con afinidad por la transferrina porcina utilizado los ensayos experimentales,
incorpora otras proteinas, ademas de la TbpA y TbpRos potenciales inmundgenos
resultan desconocidos, pero que podrian ser gjtice modo particular el del
transportador ABC de union al hierro periplasmicelgdo y la proteina de membrana

externa P2.

11...En términos cuanti-cualitativos, las proteinasivaat de union a la
transferrina porcina administradas por via intiaiesal, son las que generan la respuesta

inmune de mayor intensidad de todos los preparaanmales investigados.
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Anexos

Tabla 4.4Temperatura rectal de los cerdos desde el desadta bl sacrificio

Tiempo tras la infeccion
Grupo | N1 o0 | 12n | 24n | 36n | 48n | eon | 72n | san | een N IR AR A Bl B
1 | 401 | 39,7| 39,7 399 398 406 401 395 3p8 39M13393| 392 397 392 39
2 | 388 | 394| 402 X X X X X X X X X X X X X
T 3 | 396 | 395| 411 41,8 40p X X X X X X X X X X X
4 | 387 | 394| 397 397 398 39)8 391 409 K X X X X
5 | 387 | 41,2| 411 X X X X X X X X X X X X X
6 | 395 | 394| 393 404 399 393 392 393 4p1 J9B83 393| 391 395 390 39,
7 | 385 | 393| 394 397 390 391 391 384 301 J9018 390| 392 392 395 39,
8 | 380 | 39,1| 391 404 38p X X X X X X X X X X X
ThpB-r 9 | 387 | 392| 391 403 400 4000 X X X X X X X X X
10 | 366 | 39,7| 391 41,3 40} X X X X X X X X X X X
12 | 384 | 39,3| 415 413 406 398 X X X X X X X X
18 | 384 | 39,1| 391 389 391 389 381 390 3B7 J8®B7B8390| 393 390 390 39,
19 | 37,8 | 39,2| 391 394 388 3900 394 391 3p2 JB8MOB 391| 392 393 389 39,
vacuna | 20 | 387 | 395| 395 390 388 39/4 396 392 301 d9.B,73 395| 394 397 391 39,
comercial | 59 | 388 | 39,3 39,1 393 390 393 394 391 3b0 d9,®23 389| 393 394 391 39,
22 | 389 | 39,2| 392 393 391 3900 390 391 3P0 39,008 390| 393 392 389 39,
23 | 387 | 39,4| 395 392 392 39)3 391 389 3B7 J9,®38393| 393 393 388 38
24 | 40,0 | 39,2| 396 39,1 388 39)3 390 389 3B2 390138 388| 393 394 391 39,
25 | 40,1 | 39,6/ 388 393 392 394 388 394 303 J9M4B 392 394 397 395 39,
Tbp-nat | 26 | 397 | 393| 397 392 398 39/l 398 392 3p0 99,913 39,2| 39,3 39§ 392 39,
(im) 27 | 398 | 39,3| 391 393 391 392 389 392 385 399338394 394 394 393 39,
28 | 394 | 39,3| 396/ 394 389 392 389 388 380 J9.013 392 392 402 406 40,
29 | 395 | 39,2| 396/ 388 387 3877 391 391 3B7 J9.038 395 394 394 403 39,
30 | 398 | 30,0 395 391 390 3900 387 40,7 4p1 40D63 392| 393 393 398 X
31 | 392 | 384| 392 390 39 391 388 391 3b0 d9.B83 391| 392 391 394 38,
Thp-nat | 32 | 397 | 391| 393 38§ 38f 383 381 394 3B7 39B03 392| 392 396 386 39,
(it) 33 | 394 | 395| 39,1 394 395 390 394 394 382 39223 390| 392 394 388 39,
34 | 400 | 392| 392 394 396 391 392 391 3D0 dJ9M04 392| 394 391 391 39,
35 | 384 | 391| 391 389 391 38)9 381 39,0 387 d8D04 392| 394 391 391 39,
13 | 381 | 39,3| 405 414 41} X X X X X X X X X X X
Control 14 | 386 | 389| 406 40,7 X X X X X X X X X X X
15 | 388 | 39,3| 391 X X X X X X X X X X X X X
16 | 386 | 389| 406 40,7 X X X X X X X X X X X

TbpA-r: proteina de unién a la transferrina A rebamante
TbpB-r: proteina de unién a la transferrina B recioiate
Tbp-nat (im): proteinas nativas de unién a la fiemisa inoculadas por via intramuscular

Tbp-nat (it): proteinas nativas de union a la tiemima inoculadas por via intratraqueal

273

0 O © N O B © F W W B+

o0 O N N ©



Anexos

Tabla 4.4. bis.Media + desviacién estandar de la temperaturalrenteada grupo experimental

Tiempo Media+ desviacion estandar de la T2 rectal de cadgrupo experimental
nieeson | TOPAT | ToeBr | ol | T | | comol
Oh 39,23+ 0,58| 38,04+0,84 38,55+0,40 39,83+0|27 5880,23| 38,43+ 0,39
12h 30,70+ 0,71| 39,32+0,22 39,28+0,50 39,45+0/21 8280,31| 39,13+ 0,39
24h 40,18+ 0,76| 39,64+1,04 39,25+0,39 39,43+0(27 2B80,28| 40,37+0,53
36h 39,81+ 0,15| 40,46+ 0,9% 39,18+ 0,19| 39,32+0,18 39,25+0,23 40,72+0
48h 39,72+ 0,17 39,71 +1,0f 39,0£0,17 39,37x0)32 2890,26| 40,42+ 0,29
60h 39,90+ 0,12 39,7+1,04 39,21+0,21 39,20+0)32 1390,18 X
72h 39,43+ 0,15 39,13 39,1+ 0,16 | 39,21+ 0,16 39,06+ 0,16 X
84h 39,91+ 0,15 38,47 | 39,02+ 0,18 39,10+0,21 39,67+0,23 X
96h 39,91+ 0,12 39,18 | 38,95+ 0,14| 38,61+0,23 39,53+0,45 X
5° dia 39,65+ 0,10 39,19 | 39,11+0,12| 39,35+0,26 39,47+0,45 X
6° dia 39,0+ 0,23 39,13 38,92+ 0,54 39,20+0,35 39,80+0|35 X
7° dia 39,31 39,00 39,14+ 0,65 39,21+0,42  39,37+0/42 X
9° dia 39,15+0,12 39,15 39,33+ 0,23 39,33+0,19 39,42+0}25 X
11° dia 39,31+ 0,32 39,30 39,31+ 0,45 39,68+0,34  39,23+0,34 X
13° dia 39,11+ 0,21 39,15 39,12+ 0,26  39,66+0,31  39,04+0,37 X
15° dia 39,32+ 0,19 39,30 39,39+ 0,37 39,58+0,23  39,33+0,30 X
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Figura 4.132:Evolucion de las IgGt, IgM, IgG1 e IgG2 en todos émimales del

* GRUPO ThpA-r

IgGtotales

estudio
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Figura 4.133:Evolucion de las IgA en todos los animales deldistaon los tres
antigenos utilizados.
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Grupo control:
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Resumen

La enfermedad de Glasser, causada Horparasuis ha ido adquiriendo
importancia en los ultimos afios debido a las pésliecondmicas que supone en el
sector porcino. Su patogenia e interaccion comst#raa inmune presentan aun muchos
aspectos desconocidos, lo que impide el avanceagiedtrategias de prevencion y

control de la enfermedad.

Basandonos en trabajos anteriores llevados a cahwuestro laboratorio, se
centro este estudio en las proteinasHdeparasuisrelacionadas con la captacion del
hierro, ya que en otros microorganismos proximlogénéticamente estas proteinas han
desarrollado una buena respuesta inmune. Debide awpstro grupo de investigacion
ya habia expresado la proteina recombinante ThpBedetipo 5 deH. parasuiscon
fines vacunales, se disefio y produjo ahora un&im@tecombinante TbpA. Ensayada
su capacidad de producir inmunogenicidad en ansndle experimentacion, los

resultados fueron favorables en conejos.

Se reprodujo también la enfermedad en un modelergmpntal basado en el
hospedador natural. Se recurri6 para ello a cggdeados de calostro que desarrollaron
un cuadro clinico y lesional caracteristico denfeenedad, lo que nos permitio estudiar
la patogenia y la respuesta inmune frente a laebacta la vez que la proteccion
conferida por diversas formulaciones vacunaleseesilas, las proteinas recombinantes
TbpA'y TbpB.

Las inmunizaciones llevadas a cabo con las pratei@eombinantes TbpA y
TbpB del serotipo 5 deH. parasuis cepa Nagasaki, proporcionaron una proteccion
parcial, con supervivencia de tan solo algunos afe léchones inmunizados. Otro
procedimiento de vacunacion consistié en la utiia de un extracto proteico con
afinidad por la transferrina, obtenido a partiruteprotocolo de extraccion de proteinas
de H. parasuisen condiciones restrictivas de hierro y su postgrurificacion a traves
de una columna de afinidad por la transferrinae Egtracto proteico fue inoculado en
dos lotes experimentales diferentes: en un caswipontramuscular y en el otro, por
via intratraqueal. En ambos casos confirieron ungepcion total frente a la infeccion
por la bacteria, con supervivencia de todos losal@s sin presentar las lesiones tipicas
de la enfermedad. Se utilizé también, un grupceerental al que se le administré
una vacuna comercial inctivada basada en el serbtigeH. parasuis La proteccion

resulté igualmente total. Por ultimo, se mantuvo gmipo control, que no fue
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inmunizado, a fin de confirmar que la dosis de doi@ era la correcta para el
desarrollo normal de la enfermedad. Estos aninmlegeron como consecuencia de un
proceso septicémico agudo, tal y como se dedujestatio de los sintomas clinicos y

de las lesiones anamopatoldgicas.

Todos los antigenos seleccionados para la pruelperimental fueron
preparados con el mismo adyuvante (Montanide IM3522G PR), excepto las
proteinas de unién a la transferrina administragas via intratraqueal, que se
potenciaron con la neuraminidasa tip&\WeC. perfringensDespués del desafio, sélo
se pudo recuperar la bacteria a partir de los deswwpie murieron. Fueron los animales
control, no inmunizados pero infectados, los ques@mtaron una distribucion de la
bacteria mas amplia, mientras gde parasuisno pudo ser aislado de ninguna de las
localizaciones muestreadas en los animales vacartanioel extracto proteico nativo de

unién a la transferrina o con la bacterina comeércia

Antes de llevar a cabo la infeccion, se estudiadtividad bactericida de los
sueros de los diferentes grupos experimentalesbS&rvo como en todos los animales
vacunados se producian anticuerpos tras la prinmeranizacion, que conferian
actividad bactericida. Se puso ademas de maniflastecesidad del complemento en
los sueros de los animales para llevar a cabailadax bactericida.

Se estudié asimismo la respuesta de fase agudamadopara ello los niveles
de pig-MAP, haptoglobina, proteina C reactiva y ligoproteina A-lI, desde el
momento de la infeccion hasta la muerte o sawifit® los animales. Se observo
claramente que los animales que murieron traddadion, los cerdos control y algunos
de los inmunizados con las proteinas recombinaptesentaban unas variaciones
estadisticamente significativas desde el momenta ddeccion, en todas las proteinas
de fase aguda valoradas. Los valores maximos dinon, en la mayoria de los casos,
con el momento previo a la muerte. Los animales g@brevivieron,
independientemente de la inmunizacion recibida, m@sentaron variaciones

significativas en sus proteinas de fase aguda bhstamento del sacrificio.

El estudio de respuesta humoral revel6 que todssatomales inmunizados
producian anticuerpos frente a las IgG totales,1)gl@G2 y IgM tras la primera

inmunizacién. Los grupos parcialmente protegidosstraoon unos valores de
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anticuerpos inferior al de los lotes con proteccidtal en todas y cada una de las
inmunoglobulinas estudiadas. En los grupos pareatenprotegidos y en el inmunizado
con la vacuna comercial, se detectdé mayores niveéesanticuerpos en todas las
inmunoglobulinas, en los ELISAs tapizados con letdréa inactivada. En cambio, en
los inmunizados con las proteinas de union a &ssterrina, los valores de densidad
Optica mas elevados se obtuvieron en los ELISAZddps con dichas proteinas. En el
grupo control, cuyos animales murieron rapidameras la infeccion, solo se pudo
estudiar la respuesta humoral hasta el momentoddsafio. Estos animales no

presentaron en ningln momento seroconversion feeltte antigenos de. parasuis

En el caso concreto de la IgA, la cinética de sugres dependié claramente del
tipo de inmunizacion recibida. No se produjo ardip@s en ningun grupo
experimental, excepto en el inmunizado con lasefmas de union a la transferrina por
via intratraqueal, en donde el principal aumentosgadetectaba tras la primera
inmunizacién y estos valores continuaban aumentéadta el momento del desafio.
Estos datos revelan como las musosas se ven eafiasultras la inmunizacion
intratraqueal, 10 que no parrece suceder cuandmiagnizaciones se efectuan por via

intramuscular.

El estudio de la respuesta humoral en los grupaguena proteccién fue total
determina la relacion directa entre los niveles ai¢icuerpos y la capacidad de
proteccion frente a la enfermedad. Sin embarg@ e=acion no se cumplio en los
animales inmunizados con las proteinas recombisagte que los animales que no
sobrevivian a la infeccion presentaban valores tabtgs en la produccion de
anticuerpos, lo que significa que, o bien estoscamtpos producidos no resultaban

suficientes, o0 no eran especificos para la praiaedcente &H. parasuis

Cuando se llevo a cabo la identificacion de lagginas que formaban parte del
extracto proteico con afinidad por la transferrise,obtuvieron varias de las esperadas,
como la TbpA o la TbpB, asi como otras proteinéacienadas con la captacion y el
transporte del hierro interesantes como candidatbigiénicos y finalmente, algunas

proteinas cuya funcidn no se pudo relacionar ctsnedemento quimico.

Al realizar la inmunoproteémica con los grupos duabian obtenido la
proteccion total, se comprob6 como las proteindsaslgue se podia esperar una buena
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respuesta inmune, como la TbpA o la TbpB, no em@paces de desarrollarla. En
cambio, otras que en el extracto proteico presantalmas concentraciones escasas
podian producir una respuesta inmune intensa, cuoedio con el transportados ABC
o con la proteina de membrana externa OMP2. Erupbgnmunizado con el extracto
proteico de union a la transferrina por via inaqtreal fue en el que se obtuvo una
respuesta inmune mas intensa y frente a un mayoemide proteinas. En el grupo
inmunizado con la vacuna comercial, su respuesialtéemuy parecida a la de los
cerdos vacunados con las proteinas de unidn aaftesférrina. Por tanto, ambos
preparados presentaron unos resultados de inmusidaldres, con la ventaja de que
nuestro antigeno soélo integraba un subproteomntd. gerasuisy no la bacteria entera

inactivada.

Queda demostrada la importancia de las proteinagide a la transferrina en la
proteccion frente a la infeccibn pdét. parasuis pudiéndose encontrar entre ellas
algunos candidatos vacunales eficaces frente aftameedad de Glasser. Se pone de
manifiesto también cdmo las inmunizaciones intcptesales pueden suponer una nueva

via alternativa de proteccion frente a esta erddad.
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Summary

Glasser’s disease causedhhyparasuishas gained importance in recent years
due to the economic losses involved in pig practite pathogenesis and interaction
with immune system remained still unknown, whickeyant the progress of strategies

for prevention and control of the disease.

Based on previous works conducted in our laborattmg study focused on
proteins of H. parasuisrelated to iron uptake, as in other phylogendiicalose
organisms in which these proteins have developgdoal immune response. Because
our research group had already expressed the reécambTbpB fromH parasuis
serotype 5 for vaccination purposes, we designet pgoduced now a recombinant
TbpA. Their ability to produce immunogenicity ingetimental animals was tested and

the results were favourable in rabbits.

We also reproduced the disease in an experimerddehbased on the natural
host. We used colostrum-deprived pigs that develapmical symptoms and lesions
characteristic of the disease, which allowed usttaly the pathogenesis and immune
response to bacteria, as well as the protectiomrddtl by different vaccine
formulations, including those formulated with thecombinant proteins TbpA and
TbpB.

The immunizations performed with recombinant pretelbpA and TbpB from
H. parasuisserotype 5, Nagasaki strain, provided a partiatqmtion, with the survival
of only some of the immunized piglets. Another fatation consisted of a protein
extract with affinity for transferrin, obtained froa protocol for extracting protein from
H. parasuisin iron restrictive conditions and their subsedueurification through an
affinity column. This antigenic formulation was mdated by using two experimental
groups: one of them was immunized intramusculanlg the other, intratracheally. In
both cases, a complete protection was conferedsig@ifection by 3x1® UFC of H.
parasuis with survival of all animals without typical lesis of the disease. An
experimental group which received a commercial wecdased on inactivateH.
parasuis serotype 5, Nagasaki strain, was also comparedt&l protection against
Glasser disease was also seached for this badimally, a control group which was
not immunized, but challenged was used to conflrat the infective dose chosen was
the correct for the development of the diseases&lmntrol animals died of acute
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septicarmia, as revealed the clinical symptoms j@authological lesions observed in
these pigs.

All antigens selected were prepared with the sandjavant (Montanide IMS
2215 PR VG), except binding proteins transferritratnacheally administered, which
were enhanced with neuraminidase typ& \fiom C. perfringens After challenge, the
bacteria only could be recovered from the animhé tlied. Control animals which
were not immunized but infected, showed largers&ribution ofH. parasuis while this
organism could not be isolated from any of the fioces sampled in the animals
vaccinated with the extract of native proteins bigdto transferrin or with the

commercial bacterin.

Before carrying out the infection, we studied theectericidal activity of sera
from different experimental groups. It was observasalv all vaccinated animals
produced antibodies after the first immunizatiomjck conferred bactericidal activity.
It was show that complement in the animal sera wasessary to perform the

bactericidal activity.

It was also examined the acute phase responseM@R) haptoglobin, C
reactive protein and apolipoprotein A-1), from thene of infection until death or
sacrifice of animals. Control pigs and some of ¢hmsmunized with the recombinant
TbpA or TbpB proteins showed significant variatidnem the time of infection in all
the acute phase proteins examined. The maximunesvalere obtained, in most cases,
at the moment before death. The surviving animaisspective of the immunization

received, did not show significant changes in apli@se proteins.

The humoral response revealed that all immunizeehas produced antibodies
to IgGt, IgG1l, IgG2 and IgM after the first immuaton. Partially protected groups
showed lower antibody levels compared with the ixeag full protection for all the
immunoglobulins studied. In partially protected gpe and in those immunized with the
commercial vaccine higher levels of antibodies wagtected for all immunoglobulins
in ELISAs coated with inactivated bacteria. In cast, those immunized with the
transferrin binding proteins, optical density vaueere higher in the ELISAs covered
with these proteins. In the control group, whosienais died quickly after infection, the
humoral response could be tested only until thdexnge.
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In the case of IgA, the kinetics of its values digalepended on the type of
immunization received. There were no antibodiesxiperimental groups, except in that
immunized with transferrin binding proteins givertratracheally, in which the main
increase was already detected after the first impation, and these values continued
increasing until challenge. These data reveal tmatcosas are stimulated after
intratracheal immunization, which does not seerhappen when immunizations were

administred intramuscularly.

The humoral response in the groups in which totakgetion was observed
correlated with the ability to protect against theease. However, this relationship was
not seen in the animals receiving the recombinastems, because the animals that did
not survive after the infection had acceptablebmaly values. Therefore, antibodies

were not sufficient or not were specific for prdten against H. parasuis.

In the identification of the proteins that were tpaf the transferrin binding
extract, were those expected, as TbpA or ThpB vedtained. Among them, other
proteins involved in the iron recruitment and ty@orsation of iron and some proteins

whose function might be related to this chemicahent.

Concerning, immunoproteomic studies with the grodipat obtained total
protection, those proteins from which a good immrgsponse could be expected, such
as TbpA or TbpB, were not able to develop it. Homrevothers shouing lower
concentrations could produce a strong immune resgoas happened with the ABC
transporter protein or outer membrane OMP2. In d¢gineup immunized with the
transferrin binding protein administered intratraally, which a more intense immune
response against a larger number of proteins wastéd. In the group immunized with
the commercial vaccine, the response was closdasiioi that of pigs vaccinated with
transferrin binding proteins. Therefore, both prapans showed similar immunity
results, with the advantage that our antigen ontggrated a subproteome frolrh

parasuis butnot the whole inactivated bacteria.

Therefore, it has been demonstrated the importahbending native transferrin
proteins in the protection against challenge wih parasuis The intratracheal
immunization might be a good alternative to intracuwlar administration of effective

vaccine formulations against Glasser’s disease.

313






