ElMal Rojo es

una de las
enfermedades del
cerdo mds
importantes a nivel
mundial por las
grandes pérdidas
econémicas que
ocasiona (muertes,
retrasos en el
desarrollo de
animales
convalecientes,
gastos en
medicamentos
preventivos y
curativos, etc.).
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Mal Rojo:

avances en el control
mediante vacunacion

. Qué ha supuesto la incorporacion

del antigeno de 64 KDa?

Oscar R. Gonzalez. David Carnicero. M? Luisa de Arriba. Javier Pozo.

El Mal Rojo es una enferme-
dad imposible de erradicar
debido a que la causa una
bacteria ubicua, con una buena
resistencia a los factores
ambientales, y a que la infec-
cidén es endémica en todos los
paises donde tiene lugar la
explotacion industrial del cer-
do.

La bacteria responsable c¢s
Erysipelothrix rhusiopathiae, un
bacilo Gram positivo de forma
caracteristicamente alargada y
delgada, no esporulado. en
ocasiones capsulado. anaerobio
facultativo e inmovil.

Se han descrito 27 serotipos
en funcion del antigeno somd-
tico termoestable. que se
numeran del | al 26 mas cl
serotipo N, que carece dc¢

Departamento de 1+ de Laboratorios Syva S A.

dicho antigeno y que no c¢s
patdgeno para ninguna especie.

El cuadro I recoge las for-
mas clinicas de la enlermedad
en el cerdo. Normalmente se
asocia al serotipo 1 con los
cuadros agudos, v al 2 con los
cronicos, suponiendo entre
ambos mas del 80% de los
aislamientos tipificables. Los
ensayos realizados en nuestro
laboratorio nos permiten afir-
mar que la totalidad de aisla-
mientos realizados a partiv de
casos agudos de Mal Rojo en
cerdo [bérico en el otofio ¢
invierno del 2001 fueron asig-
nados al serotipo 1.

La aparicidén de brotes se
debe en la mayoria de los
casos a la activacion de la in-
feccion en cerdos portadores

naparentes, va que £ rlusio-
pathiae cs capaz de permanc-
cer acantonado ¢n las tonsilas
durante largos periodos. Aun-
(ue posce una resistencia en
¢l ambiente notable para una
bacteria no esporulada, esle
hecho no ticne demasiada tras-
cendencia en ¢l desencadena-
micnto de la enlermedad en
un colectivo. El papel que
representa ¢l estrés (traslados
en camion. cambios bruscos de
la dicta, cambios ¢n la tempe-
ratura, ctc.) cs indudable. y
lambién s¢ sucle asociar a
determinados factores chmato-
logicos, como son los otoros
himedos.

El diagndstico de la forma
aguda no supone un problema
para los velerinarios clinicos: la
forma dc presentacion,

64 KDa [

A

iz 1= Representacion esquematica
delantigenode 61 KDa.

kel

las lesiones patogno-
maonicas y la rdapida
respuesta al trata-
micnto con penictling
hacen prdcticamente
mconfundible esta
enfermedad.

Aunquc desde ¢l
punto de vista ccono-
mico sea la infeccion
en cerdos la que goza
de mayor importancia,
E. rhusiopathiae tam-




bién pucde producir serios
probicmas en la produccion de
pavos y pollos. causando septi-
cemia aguda, cndocarditis y
artritis cronicas, y puede infec-
tar a mas de cincuenta cspe-
cies de animales de sangre fria
y caliente. marinos y terrestres,
incluyendo al hombre. Se¢ con-
sidera una zoonosis y enferme-
dad laboral y pucde presentar-
se como erisipeloide cutdnco,
un proceso leve si s diagnosti-
cado y tratado a liempo, que
en los casos mas graves cursa
con artritis y endocarditis.

Evolucién en la prevencién

del Mal Rojo porcino

Los primeros pasos

Fuc Koch ¢n 1876 quien
aisld por vez primera este
microorganismo a partir de un
raton de laboratorio. y scis
anos mas tlarde Pasteur y su
discipulo Thillier pusieron a
punto la primera vacuna viva
atcnuada frente a Ja enferme-
dad. obtenida por sucesivos
pases de una cepa virulenta en
Conejos.

La primcra descripeion
detallada de la bacteria y de la
enfermedad se debe a Lofller.
en 1886, mientras que ¢l pri-
mero que trabajd en la pre-
vencion del Mal Rojo fue
Lorenz, veterinano alemdn que
en 1892 demostrd la clicacia
del suero anti Mal Rojo.

El sucro de animales conva-
lecientes contiene altas coneen-
traciones de anticuerpos. de
forma que cuando es suminis-
trado a un animal infectado lc
ayudan a combatir la inleccion.
El inconveniente de esta téce-

nica s que otorga una protec-
cion fugaz, ya que el titulo de
anticuerpos va disminuyendo
hasta desaparecer al no haber
existido un estimulo antigénico
que produjese la aparicion de
células de memoria o una pro-
duccién de anticuerpos soste-
nida.

Lorenz desarrolld también
¢l mélodo de scrovacunacion:
consiste en inocular simultane-
amente una dosis de suero
anti Mal Rojo v un cultivo
vivo virulento de £. rhusiopat-
hiae a los cerdos. de modo
que lograba producir una
infeccion leve y controlada que
daba lugar al desencadena-
micnto de una respuesta inmu-
ne especifica y duradera frente
a esle agente.

Este método fue empleado
en Alemania hasta la década
de 1940, y en I'stados Unidos
hasta la de 1950, cuando la
aparicion de las primeras vacu-
nas comerciales proporciono
un método mas seguro vy fia-
ble de prevencion de la enfer-
medad. ya que existia el riesgo
de que en caso de no aquila-
lar adecuadamente la dosis de
antisuero con la del cultivo de
desalio pudiera produgcirse una
mfeccion generalizada del ani-
mal.

Las primeras vacunas

En 1947 aparece la primera
bacterina producida a escala
mdustrial frente al Mal Rojo
porcino. v ocho anos mas
tarde la primera vacuna viva
atenuada.

Siguiendo la pauta marcada
por los trabajos de Pasteur vy
Thillicr s¢ desarrollaron malti-
ples ccpas atenuadas en distin-

tos paises (Francia. Japon,
Rusia. Estados Unidos...) ¢n
las que se basaban las vacunas,
pcro todas ellas tenfan en
comin que su eficacia no me-

joraba sensiblemente la de las
bacterinas, y presentaban algu-
nos inconvenicentes importan-
tes. como son ¢l riesgo de
reversion de la cepa a la viru-
lencia. la cortedad de la vida
util de la vacuna (ya que exige
mantener un titulo minmimo de
erisipelas viables a lo largo del
tiempo) vy la imposibilidad de
aplicar tratamientos antibioti-
cos concomitantes con f{drma-
cos que afecten la viabilidad
de las erisipelas, ya que cau-
san la muerte de la cepa vacu-
nal. perdiendo toda su eficacia.

En la actualidad en Espana
no se comercializa ninguna
vacuna de este tipo. y en
Europa su presencia es testi-
monial, reducida a pocos ejem-
plos ¢n algunos paises del
Este.

Las primeras bacterinas
consistian ¢n un cultivo com-
pleto inactivado por formol de
una cepa virulenta de E. rhu-
siopathiae. conteniendo por
tanto bacterias muertas. lacto-

Cerdos convalecientes

de mal rojo, con
lesiones cutdneas muy
extendidas.

La aparicion

de las primeras
vacunas
comerciales
proporciond un
método mas
seguro y fiable de
prevencion de la
enfermedad

que sus animales necesitan.
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Fig. 2.- Comparacién de
la potenciarelativa de
distintas vacunas frente

al Mal Rojo.

i, 3.- Lesiones cutdneas
encel punto de inoculucion
ercerdos desaliados del

H£rupo no vacunac IH.

res solubles (como

no vacunados .

la neuraminidasa) vy
reslos del medio de
cultivo. El gran inconveniente
de estas vacunas radicaba en
su reducida eficacia y en el
riesgo de aparicion de reaccio-
nes anafildcticas en las revacu-
naciones debidas a la activa-
cion de procesos de
hipersensibilidad frente a com-
ponentes del medio de cultivo.
En la década de los 80 se
introdujo un cambio sustancial
en la elaboracion industrial de
estas vacunas: la purificacion y
concentracion de los cultivos
mediante técnicas de filtracion
en flujo tangencial o centrifu-
gacion continua. que permiten
climinar los restos de medio,
reduciendo con ello el riesgo
de aparicion de reacciones
anafildcticas, y capaces de
alcanzar mayores titulos de
bacterias en la vacuna, supe-
riores incluso a los recuentos
obtenibles por cultivo.

El antigeno de 61 KDa

El siguiente hito lo marca la
primera descripcion del anti-
geno de 64 KDa por un grupo
de investigadores de la Uni-
versidad de Kentucky dirigido
por Timoney en el afio [993.

Posteriormente, los trabajos
de Maehara y su equipo en
Japdn permiticron caracterizar
y definir la importancia de este
antigeno en la proteccion fren-
te a la enfermedad.

Se trata de una proteina dc
superficie, de cardcter estructu-
ral, no de un factor soluble ni
de una toxina, que forma parte
de la pared celular de E. rhu-
siopathiae. Su papel en la bio-
logia de la bacteria no esta cla-
ramente definido, pero desde
luego no es un factor de viru-
lencia. ya que estd presente
también en los serotipos apa-

CUADRO I. Formas aguda, subaguda y crénica del Mal Rojo

Signos chinicos
Aguda:

Septicemia y muertes subitas en 24 horas, fiebre (4042 °C durante

5-7 dias), decaimiento, agarrotamiento, anorexia, abortos.

Subaguda:
Cronica:

Insuficiencia cardiaca.

Lesiones
Aguda:
Subaguda:
Cronica:
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Fiebre (no tan alta, persiste menos tiempo). Puede pasar desapercibido.
Artritis, rigidez articular (andan de puntillas).

Lesiones cutdneas generalizadas (cuando da tiempo).
Lesiones cutdneas Jocalizadas.
Artritis degenerativa, endocarditis proliferativa.

1ogenos como ¢l N. Sin embar-
£o. ¢s un antigeno inmunodo-
minante y da lugar a la apari-
cion de anticuerpos protectores
frente a la infeccion por crisi-
pelas. lo que resulta crucial
para ¢l desarrollo de nucvas
vacunas (figura ).

Desarrollo de una nueva
vacuna frente al Mal Rojo

Anle estos nuevos datos, La-
boratorios Syva afronté la tarca
de poner a punto una vacuna
(JuC INCOrPOrase ¢n su comMposi-
cion csle antigeno. El plantca-
micnto de realizar una vacuna
de subunidades que solo contu-
viera antigeno de 64 KDa purnt-
ficado no parecia ¢l mas ade-
cuado, ya que si bicn ces ¢l
principal antigeno de £ rfisio-
pathiae no ¢s ¢l unico, y posi-
blemenle insulicienlc como pa-
ra dar lugar a una respucsta
protectora, por lo que se oplo
pOr una vacuna (uc incorpo-
rase. ademas de las bacterias
inactivadas, cl antigeno de 64
KDa.

Los objctivos que se marca-
ron fueron tres:

— Seleccion de la cepa: se
estudiaron 19 aislamientos
de E. rhusiopathiae proce-
dentes del cepario de Labo-
ratorios Syva. La mayor
parte habian sido aislados
de casos clinicos de cerdo
Iberico, y pertenecieron a
los serotipos 1 y 2. Final-



mente pudimos seleccionar

una cepa que mostraba una

capacidad de produccion de

este antigeno superior a

cualquicr otra de las proba-

das.

— Optimizacion de las condi-
ciones de cultivo: se realiza-
ron mds de 75 termentacio-
nes y probaron sicte tipos de
caldos difercntes hasta que
pudieron concretarse tanto la
formula del medio de cultivo
como las condiciones 1do-
neas para la produccion del
antigeno de 64 KDa en altas
concentraciones.

- M¢ctodo de extraccion: asi-
mismo, se ensayaron distin-
tos fratamientos de extrac-
cién emplecando tanto
mctodos fisicos como quimi-
cos y combinaciones de
ambos hasta optimizar un
procedimicnto que permitio
recuperar las méximas con-
centraciones de antigeno de
64 KDa.

En resumen, tras mds de un
ano de trabajo logramos poner
a punto un método de produc-
cion del antigeno de 64 KDa
clicaz, rentable y escalable
hasta ¢l nivel industrial.

Eficacia de la nueva vacuna

Llcgado este punto, fue
nceesario comprobar que la
nueva formulacion vacunal era
eficaz en la proteccion frente
a la enfermedad. para lo que
sc¢ reahizaron dos tipos de
experimentos en condiciones
controladas, primero c¢n rato-
nes de laboratorio y luego en
cerdo Ibcrico.

Pruchas o ratones de
[aboratorio

En los dltimos anos. el Paul
Ehrlich Institute de Langen
(Alemania) ha puesto a punto
un método de control de la po-
tencia de los lotes de vacunas
frente al Mal Rojo basado en
la vacunacion de un grupo de
ratones para determinar poste-
riormente el titulo de anticuer-
pos circulantes como medida
de la cficacia de la vacuna.

Los resultados de Potencia
Relativa que obtuvimos (figura
2) demostraron que la eficacia
de la nueva formulacion vacu-
nal cumplia holgadamente los
requisitos de la prueba.

Prochas en cerdo hérien

Una vez confirmamos la
potencia de la vacuna en ani-
males de laboratorio, llevamos
a cabo también ¢l ensayo ofi-
cial que describe la Farmaco-
pca Europea sobre cerdos, eli-
giendo animales de tronco
Ibérico para llevar a cabo el
estudio.

El protocolo consiste ¢n va-
cunar al menos 10 animales
(machos y hembras de mas de
20 Kg de peso y 12 semanas
de edad libres de anticuerpos
frente al Mal Rojo) con 2 ml,
por via intramuscular y revacu-
narlos tres semanas mas tarde.
Posteriormente se somete a los
animales a un desafio por via
intradérmica con los serotipos
Iy 2 de E. rhusiopathiae,
empleando las cepas proporcio-
nadas por la Farmacopea
Europea. Ademds. un grupo
control no vacunado de al
menos 5 animales de condicidn
cquivalente es sometido simul-
lancamente al desafio.

Todos los animales deben
ser observados durante 7 dias.
y se considera que la vacuna
cumple si al menos el 90% de
los vacunados permanece libre
de la lesion caracteristica del
Mal Rojo en el punto de ino-
culacion, y ¢l 80% de los no
vacunados si que la presentan
O muestran oLros signos carac-
teristicos de la enfermedad
(figura 3).

El resultado de nuestra
prueba fue que ninguno de los
animales que recibieron la
vacuna mostro lesiones en el
punto de inoculaciéon o cual-
quier otro signo de la enfer-
medad. mientras que en todos
los controles ¢xcepto uno apa-
recio la lesion caracteristica en
el punto de inoculacién de
ambos serotipos.

Conclusién

Fruto de un intenso trabajo
de investigacion y desarrollo,
la incorporacion del antigeno
de 64 KDa c¢n la vacuna su-
pone ¢l avance técnico mas
importante en los Gltimos afos
en la prevencion del Mal Ro-

jo, logrando un incremento

sustancial en la eficacia de la
misma cuando se aplican los
métodos oficiales actualmente
en vigor.
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