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RESUMEN

PEREZ SANCHEZ, GUADALUPE. Evaluacion de la respuesta inmune por titulacion
de anticuerpos en el calostro de ovinos del Centro Ovino del Programa de Ex
tensibtn Agropecuaria, bacterinizados en tres etapas de la gestacitn, (bajo
la direccibn Je: M.V.Z. Antonio Ortiz Hernandez, M.V.Z. Sergio C. Angeles

Campos, M.V.Z. Ma. de Jests Tron Fierros y M.V.Z. Angel Retana Reyes).

Con la finalidad de evaluar la respuesta inmune provocada por la aplicacitn

parenteral de la bacterina doble (Pasteurella haemolitica y Pasteurella mul-
tocida), a los 90, 105 y 115 dias de 1a gestacidn, se obtuvieron 111 mues=

tras de suero de calostro de ovinos pertenecientes al Centro Ovino del Pro-
grama de Extension Agropecuaria. Esta bacterinizacion doble se ha realizado
desde 1981 a consecuencia del gran nGmero de casos reportados por problemas

de tipo neumdnico (50.68%), los cuales se redujeron a (14.02%) para 1981 y

(5.38%) para 1982. Esta bacterina se aplica a hembras a 105 dfas de gesta-

cibn y a corderos de 30 dias de edad y posteriormente al efecturse el deste
te. Los sueros fueron titulados por medio de 1a prueba de aglutinacitn len-
ta en tubo con un antigeno elaborado en el Departamento de Virologfa e Inmyu
nologia de 1a F.M.V. y Z. Estos sueros demostraron un incremento en los tf=-
tulos de anticuerpos contra Pasteurella haemolitica y Pasteurella multocida,
obteniendo un titulo en promedio de 1:2571 para el grupo de 90 dtas de ges-
tacion, 1:3487 para el de 105 dias, 1:3716 para el de 115 dfas y 1:3533 pa-
ra el grupo testigo. Se analizaron con el '"Disefio de multigrupos para n de-
siguales' observandose que no hubo diferencias significativas entre ninguno
de los grupos. Por 1o que se concluyd que la respuesta al antfgeno fue seme

jante en las tres etapas de gestacibn anal izadas.
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INTRODUCCION

La explotacibn de 1os ovinos representa una importante actividad eco
némica en nuestro pais. Dicha actividad pecuaria se encuentra constante-
mente 1imitada por varios factores; entre los cuales las enfermedades ocu
pan los primeros lugares. Una de las causas de mortalidad en los ovinos
son las neumonfas que provocan mermas econémicas considerables. En México
se ha observado en estudios de rastro que el 24% de los pulmones de ovi-
nos sacrificados presentan lesiones neumbnicas (15).

Por otro lado el 39% de los corderos sometidos a necropsia en el De-
partamento de Patologfa de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootec=--
nia, U.N.AM. durante 1983, presentaron lesiones neumbnicas de intensidad
moderada a severa. Pasteurella haemol itica y Pasteurella multocida, son
las bacterias m&s comGnmente relacionadas con procesos neumbnicos en ovi-
nos y se encuentran adem&s asociadas con otros agentes infecclosos, partj
cularmente con el virus de Parainfluenza 3 (15).

Los organismos del género Pasteurella spp son bacterias pequefias que
miden de 0.5 a 0.8 micras, de forma cocobacilar, gram negativos, colora--
cion bipolar, pueden presentar cépsula, sin flagelos, no esporulados, ae=
robjos y microaerofflicos. Estas bacterias forman parte de la microflora
normal del aparato respiratorio superior, pudiendo adquirir patogenicidad
en forma repentina cuando el equilibrio huésped-parasito se altera (2,6,-
8,10).

La pasteurelosis septicemica es una enfermedad infectocontagiosa de
curso agudo que afecta a ovinos durante su estancia en engordaderos, sien
do una enfermedad asociada a situaciones de manejo productoras de tensibn;

tales como destete, transporte, vacunacibn y trasquila. Otro factor que se
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cree tenga importancia en la patogenia de esta enfermedad, es el cambio =
dr&stico en la dieta que sufren los animales al ser introducidos a los co
rrales de engorda (13).

El mecanismo patogénico fntimo no esta perfectamente dilucidado. Se
supone que la adrenalina secretada excesivamente durante situaciones de -
tension, limita la actividad de los leucocitos; las bacterias se reprodu=
cen y atacan a los tejidos, principalmente pulmonar, produciendo inflama-
cion hemorragica y posteriormente una septicemia. La diseminacion de la
enfermedad es a través de la eliminacion masiva de pasteurelas en la sall
va, la orina y el excremento, la transmision se produce via aerbgena o di
gestiva y muchas veces las madres son la fuente de infeccibn hacia los =
corderos (6,7).

En el ovino existen diversas manifestaciones clinicas asociadas a =

Pasteurella haemolitica y Pasteurella multocida; tratandose principalmen=

te de una enfermedad que se presenta con frecuencia en corderos recién =
destetados, aunque puede presentarse en animales adultos. Los brotes co=--
mienzan a menudo por muerte sGbita, en ausencia de signos clinicos premo-
nitorios. La muerte puede sobrevenir de 1 a 12 horas a partir de la apari
cibtn de los primeros signos de la enfermedad, pero en la mayorfa de los
casos no ocurre hasta pasados 3 dfas (2,4).

La mastitis por Pasteurella spp es frecuente en la oveja y se presen
ta en forma gangrenosa hiperaguda. Es comGn en ovejas que amamantan crias
de 2 a 3 meses de edad. La Pasteurella haemolitica es el microorganismo
causante de la enfermedad, pero a menudo se identifican invasores secunda
rios como Staphylococcus aureus, Corynebacterium pyogenes y Streptococcus
spp. La infeccitn tiene lugar de 3 a 7 semanas después del parto o sea -
cuando la gléndula mamaria est& sometida a una actividad méxima (2,3,7).

En los rumiantes la placentacidn es de tipo sindesmocorial, por lo
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que no hay transferencia placentaria de anticuerpos maternos hacia el feto
y solo los recibe a través de 1a ingestitn de calostro (16).

El suministro de calostro a los corderos en las primeras 3 horas de =
vida es de una importancia fundamen;al para su bptimo desarrollo., Esta es
la forma natural por medio de la cual la madre confiere proteccitn a su -
crfa, que se obtiene principalmente por inmunidad en forma pasiva-a través
del calostro (12,13).

En ocasiones existen causas que impiden al cordero ingerir una canti-
dad de calostro suficiente que le confiera niveles de anticuerpos adecua==
dos, como son: corderos débiles, deficiente inmunidad de la madre, hembras
con mastitis en los dos medios y por ende sin produccion de calostro (16),
deben considerarse otros factores como el peso del cordero al nacimiento,
1a inhabilidad hereditaria para absorver inmunoglobulinas, cantidad de ca-
lostro Ingerido y tiempo de ingestion de este posparto (9).

Se ha observado 1a necesidad de buscar las formas m&s adecuadas de =~
conferir proteccion a las crias, ya sea mejorando las medidas preventlivas,
complementando el calostro con inmunoglobul inas o bien utilizando substitu
tos lacteos (16).

El calostro representa las secreciones acumuladas en la gléndula mama
maria en las Gltimas 2 semanas de la gestacibn, asi como las proteinas pro
cedentes de 1a corriente sanguinea por efecto hormonal. Por 1o tanto se =~
trata de una solucidn abundante en inmunoglobulinas (lg), principalmente -
1gG e IgA, conteniendo ciertas cantidades de IgM y de IgE. La inmunoglobu=
1ina m&s abundante es la 1gG que puede representar de 65 a 90% de las Ig -
totales (14). En los rumiantes el transporte selectivo de .1gG-1 del suero
es iniciada antes del parto y continua durante toda la lactancia, de modo

que la IgG=1 es la principal inmunoglobulina en el calostro y en la leche

(5).
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Se requiere la transferencia inicial de 196G a partir del calostro pa-
ra proteger a los animales jbvenes contra las septicemias y de la 1legada
continua de IgA al intestino para protegerlos contra padecimiento entérij--
cos (14).

La mayor parte de las globulinas presentes en la sangre de los rumian
tes pasan al calostro o a la leche sin degradacitn. La concentracion de -
globulinas en la secrecitn lactea antes del parto, es supérlor alade la
sangre (16).

Todas las 1gG, la mayortfa de las IgM y aproximadamente 1a mitad de -
IgA en el calostro de los rumiantes se derivan del suero, pero solo el 30%
de 1gG y el 10% de IgA derivan de 1a leche, el resto es producido en 1a -
glandula mamaria. Ademas el calostro también contiene IgA secretora e IgA
sérica (16).

El papel que juega la inmunidad humoral en 1a proteccidn de los corde
ros contra la pasteurelosis no ha sido explicada completamente. Gilmour et
al (1980), mostraron que la vacunacion de las hembras gestantes con vacuna
de Pasteurella haemoljtica resultaba en titulos elevados de anticuerpos en
el suero de los corderos después de mamar calostro. Se llevaron a cabo =
otros experimentos, los cuales sugieren. que la inmunidad humoral puede pro
veer proteccion efectiva contra la pasteurelosis septicemica en corderos.
Los anticuerpos adquiridos pasivamente, dgrlvados ya sea del antisuero ad-
ministrado parenteralmente o del calostro de hembras vacunadas, prevendr&

el desarrollo de septicemias (k).

ANTECEDENTES

E1 Centro Ovino del Programa de Extension Agropecuaria dependiente de
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la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, U.N.A.M. estd localizado
a la altura del kilometro 29 de la carretera federal México-Cuernévaca,* en
las inmediaciones del poblado de San Miguel Topilejo, Delegacion Tlalpan,
D.F. A una altura sobre el nivel del mar de.2760 metros. Geograficamente a
19°13' de latitud norte y 99°8' de longitud oeste. Clima semifrio, subhtme
do con lluvias en verano y una precipitacion anual de 800 a 1200 mm, con
una temperatura media de 10 Centigrados (1).

Programa de manejo: El sistema de explotacion en el Centro Ovino del
Programa de Extensidon Agropecuaria es de tipo intensivo, existen varias
&reas, entre ellas la de medicina preventiva en donde el manejo que se les
da a las hembras es el siguiente: desparasitacitn en el Gltimo tercio de la
gestacion, 40 dias antes del parto se les aplica una bacterina doble (Pas-
teurella haemolitica y Pasteurelia mul tocida), alrededor de 10 dfas des-
pués un toxoide contra Clostridium perfringes tipo D, ademds se aplican vi
taminas A,D y E (¥),

La aplicacitn de la bacterina doble se ha realizado a partir del aifio
1981, desde entonces la bacterina utilizada ha sido elaborada por el Depar
tamento de Virologia e Inmunologia de la F.M.V. y Z.; por solicitud de es-
te Centro a raiz de un brote de pasteurelosis en 1980, en el cual se diag-
nosticaron 218 casos de neumonfas y 4 casos de bronconeumonias de los cua-
les murieron 18 animales (*).

La bacterinizacion doble se ha aplicado a ovejas de vientr;. con 105
dias de gestacidon y a los corderos de 30 dias de edad y posteriormente
cuando se efectua el destete. La dosis que se ha utilizado es de 3 ml por

via intramuscular (*).

(*) Informe anual de actividades del Centro Ovino del Programa de Extensiotn
Agropecuaria de la Fac. de Med. Vet. y Zoot. de 1a Universidad Nacional

Autbnoma de México, 1980-1983.
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Tomando en cuenta lo anterior el presente trabajo tiene camo finalidad,
evaluar la respuesta inmune provocada por la aplicacion parenteral de la bac
terina doble (Pasteurella haemolitica y Pasteurella multocida) en 3 diferen-
tes etapas de la gestacion, 95, 105 y 115 dias, por medio de la titulacion

de anticuerpos en el calostro de ovejas del C.0.P.E.A.
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MATERIAL Y METODOS

terial

El C,0.P.E.A. cuenta actualemnte con una poblacion de 468 vientres de
los cuales se obtuvieron al azar 160 ovejas gestantes, 80 de la raza
Suffolk y 80 de 1a raza Polled Dorset.

Se utilizaron 360 ml de bacterina doble (Pasteurella haemolitica y -
Pasteurella mul tocida).

1 litro de antigeno el aborado con Pasteurella haemolitijca y Pasteure-
11a multocida (iN HC1).

111 sueros de calostro de oveja (Por no haber parido las 160 ovejas).

10 ml de renina.

todos

A las 160 hembras seleccionadas se les di6 monta natural controlada y

tomando este dato cemo referencia, se contaron los 150 dfas de gesta-

cidn, a los 60 dias aproximadamente se hizo el diagndstico de gesta--

cion por medio de ultrasonido, con base en ésto se hicleron 8 lotes

de la sigulente manera:

a) 20 ovejas aplicandoles la bacterina a los 95 dias de gestacion, de
la raza Polled Dorset.

b) 20 ovejas aplicandoles la bacterina a los 105 dias de gestacion, de
la raza Polled Dorset.

c) 20 ovejas aplicandoles la bacterina a los 115 dias de gestacion, de

la raza Polled Dorset.
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d) 20 ovejas sin aplicacion de bacterina que sirvieron como testigo, de
la raza Polled Dorset.

e) 20 ovejas aplicandoles la bacterina a los 95 dias de gestacitn, de
la raza Suffolk.

f) 20 ovejas aplicandoles la bacterina a los 105 dfas de gestaciotn, de
1a raza Suffolk.

g) 20 ovejas aplicandoles la bacterina a los 115 dfas de gestacitn, de
la raza Suffolk.

h) 20 ovejas sin aplicacién de bacterina que sirvieron camo testigo, de
la raza Suffolk.

Al momento del parto se tamaron 10 ml de calostro en tubos de ensaye

a los cuales se les adiciond una gota de renina para separar la casefna,

se dejaron reposar por 30 minutos a 30 °C, pasado é&ste tiempo se proce-

saron en una centrifuga refrigerada a 2500 rpm/15 min para obtener el -

suero, que se transfirid a frascos estériles en donde se mantuvieron en

congelacidn hasta su titulacion.

Preparacion del antigeno (IN HC1). Segtn técnica de Namioka y Murata,

modificada en el Departamento de Virologia e Inmunologta de 1a Facultad

de Medicina Veterinaria y Zootecnia (1).

Las bacterias (Pasteurella haemolitica y Pasteurella multocida)

fueron cultivadas sobre el siguiente medio en botellas de Roux.

YPC aqgar
Extracto de levadura (Difco) 509
Proteosa peptona (Difco) 150g
- L=cistina 05g¢g

Glucosa 2.0g
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Sucrosa 2.5¢
Sulfito de sodio 0.2 g
Difosfato de potasio Log
Polvo agar 15.0 g
Agua destilada 1000.0 g

Se agregaron las cantidades a 500 ml de agua destilada, se mezclaron
y se ag;egaron los otros 500 ml de agua destilada. Ya preparado esto, se
calentd hasta su ebullicibn y se reparti6 a las botellas de Roux. Estas =
se metieron al autoclave (120°/ 20') y se dejaron reposar durante una se-
mana.

Después de haber reposado, de un tubo conteniendo las bacterias, se
tomaron muestras y se sembraron en 2 tubos para obtener paquetes de célu-
las sembradas a las 16 horas de cultivo.

Se procedieron a lavar los tubos con &cido clorhtdrico (IN HC1) y se
metieron a la estufa, el sobrenadante se agregd a las botellas de Rcux so
bre el YPC agar. Se dejaron por 24 horas y se les quitd el sobrenadante -
agregando IN HC1 a las botellas de Roux y se dejaron hasta que se despren
di6 el cultivo, aproximadamente 30 minutos.

El sobrenadante obtenido se puso en un matraz y se metid a la estufa
a 37°C por 24 horas. Después el cultivo se pasd a 4 tubos de ensaye para
centrifugarlos a 10,000 rpm/20'. A estos 4 tubos se les quitd el sobrena-
dante, dejando solo las bacterias. Se procedi6 a lavar con solucitn sali-
na formolada al 0.3% y se centrifugaron.

Esta operacidn se repitib, pasando después el paquete de células a
un sdlo tubo y centrifugandolas. Posteriormente se colocd en un frasco y

se le agregaron 30 ml de solucién salina formolada.
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El pH final de la suspensitn debid gstar en 7.0 y esto se ajustd con
solucion de bicarbonato de sodio.

La suspensidn obtenida debid estar a una concentracion de 4.5%. El an=
tigeno fué usado en una turbiedad correspondiente al tubo No. 1 del- Nefel6-
metro de Mc. Fgrland.

Para el desarrollo de la prueba se empled la técnica descrita a conti-
nuacibn:

EQUIPO:

a) Antigeno (Pasteurella haemolitica y Pasteurella multocida)
b) Solucitn salina

c) 111 muestras de suero de calostro

d) Pipetas serolbgicas graduadas

e) Tubos de ensaye

f) Gradillas

Se hiciéron diluciones en tubos de ensaye empezando en 1:20 y terminan
do en 1:10,240.

Los tubos se dejaron en incubacion a 37°C y se hizo la lectura a las
24 y L8 horas.

INTERPRETACION:

- Se consider® una reaccidn positiva (+), cuando se vi6 la red integra ca-
racteristica de la aglutinacion.

- Se considerd intermedia (1), cuando en el fondo del tubo se vi6 sedimenta
cion y aglutinacion.

- Se considerd una reaccidn negativa (=), cuando se vid exclusivamente el
boton de sedimentacion.

Se tomaron como positivos a aquellos tubos que salieron con reaccibn

intermedia.
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RESULTADOS

De las 160 hembras gestantes que se obtuvieron al azar, solo se reco
lectaron 111 muestras de calostro, debido a que no todas las hembras pa--
rieron.

El cuadro No. 1 muestra los tftulos de anticuerpos que se obiuvleron
con la aplicacion de la bacterina doble (Pasteurella haemolitica y Pasteu-

rella multocida) a los 90 dias de gestacidon con un promedio de 1:2571 pa-

ra las 2 razas, a los 105 dias con 1:3587, a los 115 dfas con 1:3716 y pa
ra el grupo testigo de 1:3533.

Anal izados estos resultados por raza, arrojaron los resultados que
se observan en el cuadro No. 2, notandose un titulo més elevado para la
raza Polled Dorset y uno menor para la raza Suffolk, en las tres diferen=
tes etapas de gestacidn analizadas.

El cuadro No. 3 nos muestra los resultados obtenidos a la aplicacidn
de el '"Disefio de multigrupos con n desiguales', obteniendo 1a diferencia
entre los titulos de anticuerpos en las tres etapas de gestacibn analiza=-

das.
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DISCUSION

La eficacia de 1a vacunacitn contra enfermedades respiratorias bajo
condicuones de engorda esta poco publicado. En general la vacunacidn se
utiliza para prevenir o reducir la frecuencia de 1a gravedad de estas en
fermedades en los animales (11).

Gilmour et al (1980), mostraron que la vacunacitn en ovejas gestan-
tes con vacuna de Pasteurella haemol itica serotipo Al’ inducia un incre-
mento en los titulos de anticuerpos en el suero de corderos después de
mamar calostro (4).

Los resultados demostraron la presencia de titulos de anticuerpos
que variaron de 1:320 a :10,240, con una media de 1;2460 hasta 1:4000,
como respuesta a la aplicacidn parenteral de la bacterina doble (Pasteu-
rella haemoljtica y Pasteurella multocida) que se ha venido aplicando a
estos animales desde el afio de 1981. Esta variacion en los titulos de an
ticuerpos se pudo deber a l1a edad de los animales y por consiguiente al
ntmero de aplicaciones de la bacterina, debido a que se les administra a
hembras gestantes a los 105 dfas de gestacibn aproximadamente y a corde-
ros de 30 dias de edad y posteriormente cuando se efectua el destete.

Con respecto a los resultados obtenidos, mediante el an&lisis esta
distico que se llevb a cabo entre las 2 razas, en tres diferentes etapas
de gestacidn se encontrd que no hubo diferencias significativas en ningu
no de los grupos.

No obstante 1o anterior y observando el cuadro No. 2 notamos que =
los titulos mas elevados se encuentran en el grupo bacterinizado a los

115 dias de gestacibon, por esta razbn se recomienda aplicar la bacterina
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en esta etapa.

El muestreo que se llevd a cabo en el Centro, fué bajo condiciones de
campo y el objetivo del presente trabajo fué, evaluar la respuesta inmune,
por lo tanto no se tuvo el control ext;icto de experimentacibn que el imina

ra otras variables.
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CUADRO No. 1

TITULOS DE ANTICUERPOS ALCANZADOS

‘Aplicacitn de la

bacterina (x) media No. Animales
A los 90 dfas * 1: 257 29
A los 105 dias * 1:3478 27
A los 115 dlas*  1:3716 27
Grupo Testigo 1:3533 28

sin aplicacion

* De gestacibn.
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CUADRO No. 2

Aplicacibn de la

ccterina Grupo Raza (X) media  No. Anim.
1 Dorset 1:2683 13
A los 90 dias*
5 Suffolk 1:2460 16
2 Dorset 1:2460 14
A los 105 dfas *
6 Suffolk 1:3702 13
3 Dorset 1:4000 16
A los 115 dfas '
7 Suffolk 1:3432 1
Grupo Testigo b Dorset 1:3760 16
Sin aplicacion .
8 Suffolk 1:3306 12

* De gestacion
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CUADRO No. 3

ANALISIS ESTADISTICO DE LAS DIFERENCIAS ENTRE LAS MEDIAS ORDINARIAS (RAZAS)

Relacibn en X ler. X 20. Diferencia . ege
tre grugos* grupo grupo entre ; R.p** Sugmfncancia
(3-4) 4000 2L60 1540 2886 no
(3-1) 4000 2683 1317 3011 no
(3-5) Looo 3273 727 1781 no
(3-8) 4000 3306 694 2997 no
(3-6) 4000 3432 568 2871 no
(3-2) 4000 3702 298 2742 no
(3-7) 4000 3760 240 2811 no
(7-L) 3760 2460 1300 3159 no
(7-1) 3760 2683 1077 3263 no
(7-5) 3760 3273 487 3074 no
(7-8) 3760 3306 Lsh 3210 no
(7-6) 3760 3432 328 3069 no
(7-2) 3760 3702 58 6h41 no
(2-4) 3702 2460 1242 7021 no
(2-1) 3702 2683 1019 6981 no
(2-5) 3702 3273 L29 6778 no
(2-8) 3702 3306 396 6692 no
(2-6) 3702 3432 270 6384 no
(6-4) 3432 2L60 972 2930 no
(6-1) 3432 2683 749 3016 no
(6-5) 3432 3273 159 2798 no
(6-~8) 3432 3306 126 2873 no
(8-4) 3306 2640 846 2936 no
(8-1) 3306 2683 623 2999 no
(8-5) 3306 3273 33 2741 no
(5-4) 3273 2640 813 2649 no
(5-1) 3273 2683 590 2680 no
(1-4) 2683 2460 223 2680 no

* Ver Cuadro No. 2

¥ Prevalencia Real.
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