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RESUMEN

El presente trabajo reporta un estudio comparativo
entre la bacterina MILECOL (CUBAVET, Cuba),
la vacuna NOBIVAC PORCOLI (INTERVET,
Holanda) y nuestro preparado vacunal VACOLI
(CIGB, Cuba), compuesto por los antigenos K88ab
y K99 purificados de cepas de E. coli enterotdxicas y
adyuvados en adyuvante oleoso. Se aplicé una
primera dosis intramuscular en las cerdas gestantes
en la semana ocho de gestacién y una reinmunizacidn
dos semanas antes del parto. El desafio de los cerdos
neonatos se realizé con un nimero de bacterias
viables correspondientes a 2DLgy, de forma oral,
empledndose cepas K88ab y K99 de referencia
y cepas aisladas de cerdos enfermos. La respuesta
inmunoldgica de las cerdas fue mayor en las
vacunadas con NOBIVAC PORCOLI y con
VACOLI, que en las vacunadas con la bacterina
MILECOL. La proteccién de ambas vacunas fue
de 100%, aunque el desarrollo con la cepa K99
autdctona provocd un cuadro diarreico severo en los
cerditos nacidos de madres vacunadas con NOBIVAC
PORCOLI. La vacuna MILECOL alcanzé
solamente 29% de proteccion frente a la cepa K88ab
de referencia y 33% [rente a la cepa K88 aislada de
cerdos enfermos provenientes de la provincia
de Camagiliey.

SUMMARY

This paper reports a comparative study between the
bacterine MILECOL (CUBAVET, Cuba),
the recombinant vaccine NOBIVAC PORCOLI
(INTERVET, Holland), and our vaccine VACOLI

(CIGB, Cuba) composed by the purified
enterotoxigenic E. coli K88ab and K99 antigens.
Pregnant sows were vaccinated in the 8th week of
pregnancy and revaccinated two weeks before the
piglets were born. Piglets were challenged by oral
administration of 2LDsq of enterotoxigenic bacteria
(isolated and reference K88ab and K99 E. coli
strains). Immunological response was higher in the
sows vaccinated with VACOLI and NOBIVAC
PORCOLI. A 100% protection was achieved with
both preparations.

However, the challenge with de isolated K99 E. coli
strain caused a severe diarrhea in the piglets born
from the NOBIVAC PORCOLI vaccinated sows.
With the vaccine MILECOL only 29% and 33%
protection were achieved, challenging with the
reference and isolated K88ab strain respectively.

INTRODUCCION

La E. coli no patégena forma parte de la
flora intestinal de los mamiferos y participa
junto a otras bacterias en el sistema
ecoldgico del intestino, sin embargo
la E. coli enterotoxica se caracteriza por su
proliferacién en el intestino delgado y por
la produccién de enterotoxinas que
estimulan la secrecién de fluidos por
el intestino delgado.
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Varios autores han demostrado que la
E. coli enterotoxica puede provocar graves
pérdidas en los lechones durante
el periodo neonatal en la primera semana
de nacidos, donde surge una diarrea
permanente y en algunos casos acompaiada
de una alta tasa de mortalidad (Sojka, 1971,
Lariviere y Lallier, 1976). En las dos
semanas siguientes al posdestete, vuelve
a presentarse nuevamente la enfermedad
de forma aguda o sobreaguda, causando
la muerte antes de observarse la diarrea.

La alta virulencia de las cepas de E. coli
enterotoxigénicas se debe, principalmente,
a su capacidad para colonizar el intestino
delgado. Esto estd relacionado con
la presencia de protuberancias tipo
fimbrias o pilis en su superficie, las que
permiten a la bacteria adherirse a los
bordes pilosos de las vellosidades
intestinales. El peristaltismo normal del
intestino no puede eliminar las bacterias
adheridas cuya rapida multiplicacion puede
producir altas concentraciones de
enterotoxinas, dando lugar a la diarrea
y a la muerte.

Durante mucho tiempo, el antigeno de
adherencia K88 con sus variantes ab y ac,
estuvo relacionado con la produccién de
toxinas y con la diarrea neonatal (Lariviere
y Lallier, 1976; Renault et al., 1977; Guinee
y Jansen, 1979). Posteriormente se encon-
traron otros factores de adherencia K99,
F41 y 987P (Nagy et al., 1978; Rozemond,
1977; Isaacson et al.,, 1979; Isaacson
y Richter, 1981; Smyth et al., 1981; Graaf
y Roorda, 1982; Morris et al., 1982).
Varios grupos han encaminado sus
esfuerzos hacia el desarrollo de vacunas
contra esta enfermedad, las cuales
comprenden biopreparados con bacterias
atenuadas (Moon, 1981; Avila et al., 1986;
Gyimah et al., 1984), extractos semipuri-
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ficados de antigenos pertenecientes a las
cepas circulantes en una regioén (Snodgrass
et al., 1982) y las desarrolladas por la
tecnologia del ADN recombinante
(Isaacson, 1985).

En este trabajo se estudia comparati-
vamente un preparado vacunal compuesto
por los antigenos fimbriales K88ab y K99,
purificados a partir de cepas de E. coli
enterotoxicas (VACOLI, CIGB, Cuba) con
la bacterina MILECOL (CUBAVET,
Cuba) compuesta por células enteras de
los serogrupos 0139, 0147 y 0149, positivos
a K88, atenuadas con fenol y adyuvadas con
hidroxido de aluminio. Ademas se incluyd
en el estudio la vacuna NOBIVAC
PORCOLI (INTERVET, Holanda) que
contiene los antigenos recombinantes
purificados K88ab, K88ac, K99 y 987P.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de bacterias

Se emplearon las cepas de referencia
G7(08K87K88ab) y B44(09K30K99), ambas donadas
por el Dr. A. Talavera (CENSA). Cepas portadoras
de antigenos K88ab y K99 aisladas en las
unidades porcinas de la provincia de Camagiiey
(Cuba) y empleando como medio selectivo
el MacConkey Agar. En la caracterizacién de
las cepas se utilizé el método de Edwards y Ewing
(1972) para su clasificacién como E. coli.

Medio de cultivo

Como medio de cultivo se empleé el MINCA
utilizado por Graaf y Roorda (1982).
Las condiciones de cultivo para obtener los antigenos
purificados fueron evaluados segin lo propuesto por
Jacobs y Graaf (1985).

Esquema de inmunizacion y desafio

El esquema de inmunizacién que se siguié para
el caso de nuestro preparado vacunal VACOLI
y para la NOBIVAC PORCOLI, fue el de una
primera dosis en la semana 8 de gestacion y una
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reestimulacién en la semana 14, ambas aplicaciones
intramuscularmente. En el caso de la bacteria
MILECOL, como recomienda el productor, se aplicé
una sola dosis subcutdnea en la semana 13 de
gestacion.

Los niveles de anticuerpos presentes en las cerdas
al inicio y al final de las inmunizaciones fueron
determinados mediante un ELISA tipo sandwich,
utilizando en el recubrimiento 620 ng/mL de los
antigenos purificados (100 uL/pocillo) y en el
revelado anti-IgG de cerda en conejo marcado con
peroxidasa (E. Bover, resultados sin publicar).

El desafio de los lechones se realiz6 antes de que
ingirieran calostro y durante las primeras 7 h de
nacidos. Las cepas utilizadas fueron las K88ab y K99
aisladas y de referencia en el caso de las camadas
procedentes de cerdas vacunadas con NOBIVAC
PORCOLI o VACOLI. Para las camadas
inmunizadas con MILECOL, se realizé el desafio con
las cepas K88ab, pues esta bacterina estd formada
sélo por cepas de este tipo. Tanto a las camadas
procedentes de cerdas vacunadas como a las
procedentes de cerdas controles (no vacunadas), se
les suministré de forma oral el nimero de células
viables correspondientes a 2 DLgy (tabla 1),
calculado para cada cepa. Todas las dosis se
aplicaron con sonda gdstrica y en un volumen
de 10 mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion por ELISA de
la respuesta inmunolégica

De acuerdo con los esquemas de
inmunizacién propuestos para cada una de
las vacunas, se determiné la respuesta
inmunoldgica en cada uno de los casos.
Las figuras 1 y 2 muestran los niveles de
anticuerpos contra K88ab y K99 alcanzados
en el suero de las cerdas vacunadas antes
del parto.

En la figura 2 se observa un incremento
significativo de los niveles de anticuerpos
en los sueros de las cerdas vacunadas con
NOBIVAC PORCOLI y VACOLI, pues
todas alcanzaron un titulo de hasta 1/3 200,
tanto contra K88ab como contra K99,
mientras que las cerdas vacunadas con
la bacterina MILECOL presentaron niveles
de anticuerpo menor contra K88ab
(figura 3).

Tabla 1
NUMERO DE CELULAS VIABLES EMPLEADAS EN EL DESAFIO DE LOS CERDOS NEONATOS
Dosis letal media Nimero de células
Cepas (DLso) viables aplicadas
células viables en el ensayo

K88 aislada 1,16 x 10'° 2,32 x 10"
K99 aislada 1,56 x 10 3,12x 10"
Mezcla de ambas cepas 1,09 x 10" 218 x 101°
aisladas
K88ab de referencia (G-7) 2,69 x 101° 5,38 x 10"
K99 de referencia (B44) 1,30 x 10" 2,60 x 10"
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FIG. 1. Titulo de anticuerpos contra el antigeno K88ab en el suero de cerdas vacunadas con la bacterina
MILECOL (CUBAVET, Cuba). EI titulo de anticuerpos se determiné por ELISA a las 13 y 16 semanas
de gestacién. Como controles positivo (C+) y negativo (C-) se emplearon cerdas vacunadas con 50-100 ug de
ios antigenos purificados K88ab y K99, y cerdas no vacunadas y sin presencia de anticuerpos contra estos
antigenos, respectivamente.
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FIG. 2. Titulo de anticuerpos contra los antigenos K88ab y K99 en el suero de cerdas vacunadas con la vacuna
VACOLI (CIGB, Cuba) y NOBIVAC PORCOLI (INTERVET, Holanda). EI titulo de anticuerpos se
determiné por ELISA a las 8 y 16 semanas dc gestacién. Como controles positivo (C+) y negativo (C-) se
emplearon los mismos descritos en la figura 1.
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ABS 492 nm

1.2

0.8

0.6

0.4

Ttulo anti-K4g

0.2}F
B
0 Mi——x 1 L
1760 1/200 1/800 1/3200
DILUCION

—— Vaounada oon VACOLI
—¥— Cerda no vacunada

; ABS 492 nm

1/12800

~+= Vacunada con NOBIVAC

0.8},

Tlulo anti-K88ab

—=— Vacunada con VACOLI

1/800 1/3200 1712800

DILUCION

—+— Vacunada con NOBIVAC

~¥— Vacunada con MILECOL —+- Cerda no vacunada

FIG. 3. Titulo de anticuerpos frente a los antigenos K88ab y K99 alcanzado en el suero de las cerdas vacunadas

(segun figuras 1 y 2, las cerdas se corresponden con los numeros:

253, MILECOL; 813, VACOLI;

48, NOBIVAC PORCOLI). El suero fue diluido en 0,5% de leche descremada (Oxo0id)/95% PBS y el titulo de
anticuerpos se determiné por ELISA en la semana 16 de la gestacion.

De igual forma, las cerdas que
presentaron altos titulos de anticuerpos
en el suero, presentaron también altos
titulos en el calostro. En la figura 4 se
muestra el titulo (1/100) contra K88ab
alcanzado en el calostro de las cerdas
vacunadas con la bacterina MILECOL,

mientras que el alcanzado por las cerdas

vacunadas con VACOLI y con
NOBIVAC PORCOLI fue de
hasta 1/1 600.

La determinacién de anticuerpos contra
K99 en el calostro se realizd a las muestras
de las cerdas vacunadas con VACOLI y
NOBIVAC PORCOLI, obteniéndose un
mayor titulo en el calostro de las cerdas
vacunadas con VACOLI (figura 4).
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FIG. 4. Titulo de anticuerpos frente a los antigenos K88ab y K99 alcanzado en el calostro de las cerdas
vacunadas (las cerdas son las mismas de la figura 3). El calostro fue diluido en 0,5% de leche descremada
(Ox0id)/95% PBS y el titulo de anticuerpos se determiné por ELISA en las primeras 24 horas después del parto.

Respuesta de los cerditos frente
al desafio con las cepas de E. coli
enterotoxicas

En las pruebas de desafio se utilizé una
camada de cerditos completa para cada una
de las cepas de E. coli. La tabla 1 muestra
el nimero de células viables de E. coli
enterotoxicas aplicadas oralmente.

El cuadro clinico de cada cerdito fue
evaluado durante los primeros cinco dias
posteriores al desafio, comprobandose que
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la Gnica causa de las diarreas presentes fue
la infeccion por E. coli. En las camadas
vacunadas con MILECOL se present6 un
cuadro diarreico grave en las primeras
horas después del desafio, el cual se fue
agudizando hasta causar la muerte en
algunas crias. Las camadas vacunadas con
VACOLI y NOBIVAC PORCOLI,
a diferencia de los grupos controles y de las
vacunadas con MILECOL, tuvieron una
diarrea leve el primer dia después del
desafio con las cepas K88ab. En pocos
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casos esta se extendio hasta el segundo dia,
tiempo a partir del cual se elimind
totalmente. Posteriormente al desafio,
el cuadro diarreico en las camadas
vacunadas con VACOLI fue clasificado de
leve en el primer dia para el grupo
desafiado con la cepa de referencia y de
diarrea moderada para el grupo desafiado
con la cepa aislada. En ambos grupos no
se detectaron diarreas al tercer dia.

Los grupos provenientes de cerdas
vacunadas con NOBIVAC PORCOLI
presentaron un cuadro diarreico diferente,
ya que frente al desafio con la cepa de
referencia K99 se detectaron pocos casos
con diarrea leve, mientras que en el desafio
frente a la cepa asialada K99 se mantuvo
una diarrea grave en casi toda la camada
hasta el tercer dia después del desafio,
la cual comenzé a disminuir a partir del
cuarto dia. Este resultado parece indicar
que el poder necutralizante de los
anticuerpos frente a la cepa aislada K99 fue
menor en el grupo proveniente de madres
vacunadas con VACOLI.

La respuesta al desafio frente a la mezcla
de las cepas aisladas K88ab y K99 fue
positiva en el grupo de los lechones
vacunados con VACOLI, pues no se

present6 diarrea alguna. Sin embargo, en
el grupo vacunado con NOBIVAC
PORCOLI, el cuadro diarreico se mantuvo
agudo hasta el tercer dia. Esto puede
explicarse por estar incluida en esta mezcla
la cepa aislada K99 para la cual no hubo un
alto poder neutralizante en el desafio
anterior. En la tabla 2 se muestra
el porcentaje de proteccién alcanzado con
las tres vacunas frente a cada una de
las cepas utilizadas en el desafio.

CONCLUSIONES

Las vacunas VACOLI y NOBIVAC
PORCOLI produjeron una mayor respuesta
inmunolégica que la bacterina MILECOL,
pues se alcanzaron titulos de 1/3 200 en el
suero y 1/1 600 en el calostro de las cerdas
vacunadas, tanto contra K88ab como
contra K99 a diferencia de la MILECOL
que alcanzé titulos de 1/100, en el suero
y en el calostro.

La vacuna VACOLI, igual que
la NOBIVAC PORCOLI, ofrece un 100%
de proteccion en las crias desafiadas con
las cepas K88ab y K99 circulantes en Cuba
(provincia de Camagiiey).

Tabla 2
RESULTADOS DEL DESAFIO CON CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE E. COLI DE CERDOS

NEONATOS PROVENIENTES DE MADRES VACUNADAS Y NO VACUNADAS

Cepas utilizadas en el desafio
Vacunas K88 Aislada K99 Aislada Mezcla de K83 y K99 K88ab (G-7) K99 (B44)
luadas Cerdas Cerdas Cerdas Cerdas Cerdas
vacunadas control vacunadas control vacunadas control vacunadas control vacunadas control
n P M n P M n P M n P M n P M n P M n P M n P M a P M n P M
MILECOL 6 33 67 7 14 86 - 7 29 7 8 50 s0
VACOLI 11 100 0 9 0 100 10 100 0 8 12 8 10 100 0 10 0 100 7 100 0 9 55 45 6 100 0 8 0 100
I:(O)llixc\gt(l: 7 100 0 7 0 100 9 0 100 9 0 100 8 100 0 8 0 100 6 160 0 9 S5 45 6 100 0 8 0 100
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En los casos desafiados con la cepa K99
aislada, la vacuna VACOLI mostré una
proteccién mas rapida que la vacuna
NOBIVAC PORCOLI.
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