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" RESUMEN

SUAREZ . MEDIMA MARIA CLAUDIA: "EVALUACION DE LOS TITULOS DE
ANTICUERPOS ESPECIFICOS = COMTRA  DIFEREMTES INMUMDGENOS DE
Pasteurella _haemolytica EM CORDEROS DE MADRES INMUNIZADAS
EM TERCER TERLIO ' DE LA GESTACIOM,*® Asesores! @.F.B. Laura
Jaramillo Meza, M.V.2. Rosa Berta Angulo Mejorada y M,V.Z.
Francisco Sudrez. Gdemes.

Con la +tinalidad de evaluar la respuesta innune conlra
Pasteurella haemolytica A-1 conferida a corderos a través
del calostro, en el Centro Ovino del Programa de Extensibn
Agropecuaria (C.C.P.E.A.) se inmunizaron &0 borregas en
altimo tercio de la gestacién, lotificadas al azar €n grupos
de 10, con innundgenos preparados con antigenos de la
bacteria: leucotoxina, material capsular y bacteria viva. Se
tomaron muestras sarngquinsas de los corderos al nacer, previo
al consumo de calostro, y después a las 24, 72 y 148 horas.
Para titular las anticuerpos séricos contra leucotoxina se
utilizd la prueba de ensayo visual simple, y para titular
los anticuerpos contra material capsular se utilizd la
técnica de hemaqlutinacidn indirecta.Puesto gue la bacteria
viva produce leucotaxina vy pcsee capsula, también se
utilizaron las pruebas anteriores para titular los
anticuerpos contra ella. El andlisis estadistico se realizd
utilizando un procedimiento GLM del paguete estadistico SAS,
con un disetdo al azar con arreglo factorial anidado. En la
prueba del ensayo visual simple no se observaron diferencias
significativas, mientras que en !a de hemaglutinacian los
grupos inmunizades con la leucotoxina  probaron ser los Que
hablan conferido mayores tltulos de anticuerpos contra
material capsular A sus corderos, encontrandose el titulo
mds alto en el nmuestreo de las 24 horas. Se concluye que la
inpmunizacidn de borreaqas gestantes con inmundgenas
preparados con leucotoxina de Pagteurells haemplytica A-1
confiere tltulos altos de anticuerpos séricos, mediante
transferencia pasiva, a sus crias,
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FERCS Irlanda del Norte se realizb un seguxmientu de las

‘enfermedades resplratnrlas en curderos de crxanza 1ntens:va,

roorganlsmos ‘mas +recuentemente: ax;ladna fueron

“ha Dlxtlca b

chuglasma ovigneumon\ae -{33).

serotipo’ predomxnante es la

colaboradares realizaron un
“en .mugstras de Ppulmones de

proﬁ)éﬁas neumtnicos, los cuales
Encpntﬁahdb ] haamolvtica fue aislada en el 34.7% de

:qé aislamientns de P.
'\}nehmbn;cns de ovinps
élxipgls‘muestra que los
serotipas 1 AS1,A-2, A-S Y A-F
ey,



1nmbvxl, capsu}adn iaﬁolﬁsmov#enmeh@éiiﬁb,~dkidasa'

aemolztxca torm

Se dxstlnguen,dus bxntxpos de ?.

haemolytica con base en sus_

'rea::ionesvvde :fermentacnbn ante los azdcares arablnqsary

:fréhaiosé;'designandose como !

v ;b;nfiﬁn;AJ a 1as cepas que fermentan la arabinosa, y como
. . T a las cepas gue fermentan la trehalosa (22).

'ly colaboradores desarrollaron un método para

'disginguir a estps dos biotipos utilizandoe lectinas

iﬁeééﬁales. Encontraron que elrbiutipo T de P. haemolytica es

g’glqtiﬁado :por la lectina del gérmen de triga (Triticum

‘yulgaris) mientras

aue e} biotips A no presenta esta
;-freaccibn ti4y, -0
Ademas exiﬁten va encuanto.a mortologla culon}al¥?ﬁ;f1

patrones ,5? ; esxétéhé a antibidticos dentro de ‘estos
'bxntipos : o K

'V_Se han di{er=nc15dn en la a:tualidad 15 serotipos capsulares
de‘;gi haemol tlcai ia‘ 5ustan:1a capsular bacter;;na ) de'
na£ur§leiﬁ/(ﬁofisacaﬁida es  responsable de la espeéi+j£idad

',seéolbgiﬁa: y: se ha presupuesto gue pusde jugar ﬁn?pépél

importante en la patogenicidad de la bacteria (191.
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{y dxsminuye durante la {ase estacinnaria

bacterianu’(z 49).'“

La taxxna txene un . compnnente pnlxpeptldxcn cnmo

componente prnteinicn, en &1 reside la act1vidad taxica,‘

‘misma qué‘ges, nedtralizada por los -d rlgldns

cnﬁfra; eé£é— pbliﬁeptido, yr es sensiblé’a], _degradacidn

;]eﬁzj@i}fﬁanébﬁ ]a tonsecuente pérdida’ de actxvidad (7,160,

de vlrulencia es ' la endntoxxna, Fan complejo
fosfcllpxda pu{'=a:arxdo prutelni:o, que constltuye del 12 a
' ‘ecu de “la- bacte':a. Sus efectoq o propiedades

a las de YAS- endutnx:nas de otras bacterias

\iGrSM n qatxvas.'fEété“éhdatoxina ha sido evaluada por su
i efecta depmotpxxcﬁieﬁ_cunéjus, y su efecto hemodinamico en
. horregos ”(50):§é qﬁe* es capa? de inducir hipotensidn con
culapso cxrculatarxo, fiebre; necrosis dérmica (reaccidn de

Shwartzman locallzada), coagulacitn intravascutar diseminada

lreaccibtn de‘Shwantzmg qeneralizada), trombopenia ¥




Los: mecanismos. por medio
en*su-accion-es activando

a inflamacién y de

cuﬁﬁleméptu (40},

‘Haéﬁuiitf:a_genera Y.

‘tmonares para-eliminar -

prnpércién




sabreagudo que pﬁ'e'de

animales jbvenés (4_:’ .

P. _hazmolytica’ colp
ratorio alto de 1g
condiciones.

tales . 'cur'n:

Chumedad. alta v

eratura baja,

V.eccmbmicn consecuente  de  la

“prevalenei sis-en los animales, se han



‘buscado  diferentes ”(QFﬁas‘dﬁe‘

supﬁésﬁﬁ,![érq§‘vé

Tﬁaébﬁ+ago

q@e,ﬁo fue

épaﬁ-can;idad de -

erelosis pulmonar,

haemolytica

"séﬁiggactur‘oé

tiocicianat

“especifica (11,15, 18,500, .




comepciaies y

'ﬁéuﬁ;hla%,e;
_ograma ‘de’ éxténgiﬁn

7832 1985, encnntrando que.
V‘mayﬁr}arﬁe las muentes ‘por esta 
‘jicagsa ‘ucurﬁ&an antes.de lnsi:thesés de edad, Estos autureé

:wEQQigrgn unezla‘transferencia de inmunidad pasiva por media

‘del ‘calostro’ y otros aspectos de manejo en los cnrdeéqs o

““ neanatos deben observarse y corregirse en este hato (55).
Cdn este fin en 1984 se inmunizaron borregas gestantes del
C.0.P.E.A., aplicando parenteralmente una bacterina doble

contra _P, haemplytica y P. _multocida en estos animales. Se

observd un incremente significativo en lps titulos de
énticuerpos séricos contra la bacteria,per 1o que se
infirid de wanera indirecta que los cprderos quedarian
proteyidos cnn£ra la pasterelosis pulmopnar al mamar et
calostro materno rico en anticuerpos especificos (1),
' Posteriormente, en 19846, se evaluaron los tltulos de
anticuerpas pfeséntés én:. el calaostro de borregas
bacterinizadas a los ?0 105 'y 115 dlas de gestacion (43).

Los resultadoas de dlversas 1ﬁvest1gacxones sefialan que la

vacuna:iﬁn de las hembras qestantes con un inmundgeno




adécuéao;
pasfeneidéfsf:‘

,sisfeﬁ;!»{

glandula

existe'  poca actividad
:iin'&ue las particulas.

desdoblan y .llegan sin

lﬁsi vasas quillferos vy capilares, y.

irculacion general (39,54),
1ﬁmdnﬁglqbu1inas maternas adquiridas. por
son' transteridas selectivamente, por-

pb:cf:anu:iqcs hasta ahagra, a las mucosas-.del

”“agéﬁgié'ﬁ spiratorios, donde contribuven a la proteccian del

daﬁq'pulmnnaf por- patdgenos especificas (57).
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orderos “una mayor -inmunidad pasiva:
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37 C, para despu&s T

a "~siguio »ésté*
en mednn agar
 ﬂ‘37 c. Pasada este txempo, se
on’ REMI-1440% para incubarse a'a?_Q:
'pbbaﬁd'ﬁér!a con agitacién constante.i

;dégpués de las § horas la- ba;terié ée
f¥§se de crecimiento lagarltmicc;_ Epi eéé

ént}ifuga 21 cultive a 60000 x g** durante 30

nxtrocelu{

utxlizando membranas de

y también seé

§ﬁ éphtenidn 'pratelnica.gop Q}'@etodo de Lowry

: iﬁmuﬁégenus* fueron ' desarrolliados a -partir de _P.

 :&aemo11tt:a 541 en el Centro Nacional de Investigaciones
{Dtscxplinartas-ﬂxcrnbtulog\a del Instituto Maciwonal de

-Investiga: nneﬁ Fcrestales Yy Agropecuarias-Sria. de

y Rec'rsus Hldraulxcos (CENID, INIFAP~SARH) .

.titute L&40iLab, In Vitro, Mex.
nidad refrigerante Beckman madelo



el-“siguiente esquema

ncampleto ~ de Freund.

luble mbs ‘adydvante incempleto '

yivante incompleto

cnrdejn neonatn

sangu!neu de (Aedianté7punci0n

, én‘f lg: yugular, éqn ’aguJas : & tubus f vacutainer sin

"antxcoagulante) antes de quercansumiéra calnétrn, y despues,

a las 24 s 72y 168 hrs,, ya que hube consumido calostro.

‘Pruebas serolegicas
Se utitizb la prueba de‘,hemaglutinacibn, indirecta, que

consxste en ln sxguxente.

ﬁghc{dnb con aguja estéril

y:'la. sangre se recagib

“eate material también estéril). E1
eﬂ&idrio para dest{ibrinar la sangre
~;éircuiare5 provocados al agitar el

'_Lé_sanére‘se é]macehb por lo menos 7 dlas. Pasada



416—”: ; T :
este tiempo se  le agregb 5c1u:iﬁn salxna f:siolng:a y sel

centrifugd a 540 x q‘ dupante 10 mxnu oS,
se repitid hasta ubtennrrkuh
claro,  mismo que se de:anta y e
se sensibilize cnn el anthenu

Procedimienta para 5ens;bL}2_r

antlgenc capsular dg “gLihqémS}Itica
frasco 50 ml de calde .&éf}AQJsi
haemolvtica A-1. Se incubé a 37 C durant
maria con Aagitacion cuntinuéQh'
Posteriormente, - se inactﬁ#p-f
temperatura, - durante 30 mi%ﬁfﬁs
favorece ‘la Iiberacibn' d;'
(23); Una vez:que el cultxvu descendia
agrego 0 5 ml del paquete de;eritrucitnirlr
_repxtio la Ln:ubacxba a 37 c en’ haﬁo marla pur"

Después, se centrt%ugﬁ a 1200 % g* durante 10 mxnutus

Se prbcediﬁ a decantar el  sobrenadante . ‘para ‘repgfip'la'

pﬂracibﬁ., Finalm=nte, “los, eritrocitos: sensﬁbjlizgdbé‘é

"resuspendxercn en un volumen de 100 ml en PBS“(bH 7.2,;9.15M

- de NaCl E P04) quedandu asl una suspensiﬁﬁ’dé_q,S%

de. erxtrocltas sensibllxzadus (s, ta).

. #utilizando Una:Centrifusa Optima 11 modelo BHG 720




inar hési#ﬁﬁué'dilucfhn se
féndnnqgljpnzn, y asl
htigénoébcapsulares.

imple, gue consiste en

Utilizando

agujas y tubos

“vacutaine

para

‘desﬁilédé; y”pasddos:BOiéégundns,se adadid el mismo volumen

de " PBS cancentrado LIZX}J”Selcehtri{ugb después a 3346 x g%

'ddranée:ZOVﬁiﬁdtoér

*en'unafcehtrifuéa:nyﬁée'Cl&y Adams, Becton &k Co., NJ.



:,Despueé de "resuspende

repxtxc "iﬁ‘f

Desarrullﬁ .de

micrntitulaﬁiﬁn “de
ihactivaécn ngfﬁé;l
hicxerun dilucxunes 4l 2rﬁunif‘ -
En lgs placas se vertieron Q. 050m1 de PBS _en cada pnzn.rﬁ
los, de la +fila A se les agregt 0.050 ml . de los sueros de
prueba, y pnsterin?mente sé hicieron diluciones dqbles can
un  microdilutor, Hecho esto, se edadieron 100 mi de
citotoxina, b4 se»yincubarnn las pla:as 10 minutos ra

témperatura ambiente, para después :olucar 100 mi:rnlltrus

de la suspensian de leucucntus prev:amente estandar:zada en

cada uno de IBE poz"

S37.0C -y

‘Las‘ placas‘[ée incubaron

pnsté}iurmente se centrifugaron 10-minuto a;SBé*x g**, - El

ﬂsnbrenadAnLe se’ decanlb go ayq;xia placa 'y
para +fijar los leucucltos se vertlernn‘ 100 ﬁicrolitrbs de

+ormalina al 0% en cada }O minutos a

temperatura ambxente,se :nl' en: lns pozus cristal violeta

al 1%, gque se dejb durante S

¥Raswell Park Memorial Institute-146403 Lab. In Vitro, Mex.
¥¥en wuna centrlfuga conunidad refrigerante Beckman modelo
J-6B. B i




Despuads, .

.,qah

anidado,

Ayd Kl
Y j A4 o EVS en el

‘arac dim:entn

se lavaron.las placas

el

llizandu

SAS (BARR, 19901 -

GLM,_dEl naquete es
cumplntamente ay

rregla factorial

un'dlseac
sxguzendn el mndela (4;

‘Ehihadus por
‘del ;-ésimu.

?mjkI-J4Q'TL-+ ACBS +'NK

= Qbservacidn de antx
i-&sim

animal vy la nz&sim

"= media pebiacion

BT : :
A ('L.)j' = ér@idadd“;déntr‘oi o1

efectn de la i b5ima hare de muestreu

R j*k-
51#L&f ﬂfﬂctn d~ 1a 1nteracc1an del a-ésxmn tratamientn
cnn !a k é5:ma hora de m":stro.‘d s :

',¢L1k2 errot aleatarlu NID lD.G
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RESULTADOS. '

Los }résuytédos nbtenldus en 'laﬁpr ebag emaglutxnacidn

“Tndirecta 5p§r§ 4§}ermxnar; anti:uerpus'cnntra la 5uper€icie

“celulan déyP. haémoiitiﬁa se muyﬁtr dunde

'-idéf lftu{os pramedxu ﬁé; tratamientus y

iQ"hoﬁésfide muestre base ~2.El

'anAIisisvVf.estadlsticn' 'ostbé”"‘di+erehcia

- ,éi'gnifi:é iva

g :ierentes hopras de
'muestren bservénduse, en la
Gr&fxca '1,1' éibns anticapsula a las

24 ’ hnras después - ‘mismo gue tendia a

dish:nulr después de est

con el observa que el grupo

(Tl ta iéé‘nfﬁélﬁé de anticuerpos mas bajos

 te5ti9n

para esta prueba, y que [Ty cumportamiento ‘en los diterentes

"muestreus es sim:lar al de las grupos TS .y Té,

qu 9rupu5 T2, T3 yft Tq presentarnn 'lbs 'niveles de

’kent;cuerpns més altus an esta prueba (PL 0. 011. Los animales

dltlmos arupos prov;enen de madres

perteneclentes a estns

inmunizadas cod‘élibinxpna T2), cxtutaxina mas adyuvante

(131, - ¥ citotoxin ‘a‘yuvante mas ESC (T4} 'y su.

e i

~cumpart§m{ehtd_?ue‘§ milar Lcs qrupns 72 y 74 dlfieren del‘



TS

niveles; " mas. elevadaos s 108 tratamientos a - las 24

‘hbfaéi
mas:: ' an i Riveles mAs altos a las 168 -
ﬁnras.T

sin tomar 'éstigo, que - presentd los

’tlt,ulnsﬁ

 La graéica 2 representa el valnr promedic de los diferentes:
Jgrupus de corderos en !os diferentes tiempos de muestreo con
:éusf 11m1te5 maximos y minimos, en donde se observa que las
11611&5 inferiores son superiores a los valores del gfupo
testigo, 1indicanda que sl existid un gfecto consecuente de
los tratamientos sobre la inmunidad pasiva de los corderos a

P. haemolytica.

Los valores pramedio . obten:dos en la prueba de
seraneutralizacién de c:totnxina de P. haemolytica por medio

de la técnica de Ensayo V}sual Simple se muestran en el

_cuadro 2y también .se expresan en logaritmo base 2. Se

observa que hubo difereﬁéia‘;k;ﬁ;fiééiiﬁé'(P?f0.0LJ para las
diferentes horas ‘@ del muééﬁred ep,.taﬁos los grupos. Sin
embargo no exist{é difefehcia :estadlgtica entre .105
tratamientos, ’

En ia 9r§+ica 3 se representan las curvas de anticuerpaos

anticitotoxina para los diferentes grupos, en donde se puede



mu“ slmilares al grupn

:Grafxca 4 5e representan

~llmites méximos y minimos. Se puede ubﬁervéa

.

7grupo testign después de las 24 horas.'{'




Cua&rq Lo PRI
Lag: 2+ de.:
; determinados

. istxntas
iestadlstxcamente diferentes P<
"j,e,f., o Distxntas literales

- 'Cuadro - 2 . PR
Log. 2 -de’ las cdiluci
determinados  con la técnica d

dxferentes, (PL0.01):
Ti=""grupo testigo
T2=' leucotoxina c
T3= ‘leucotoxina mas adyuvante 1ncnmpleta de Freund
T4= "~ leucotoxina més ESC maAs adyuvante 1nCOmPlPtO de
Freund . :
TS5= ESC mas adyuvante
Té= bacteria viva




, TTuLo Log)

. “todas.las horas.de muestreo;

. TITULO (Log 2}

,L|MITE maxmo 1=~ PROMEDIO LlMng MititndO

.AFICA 2 - Prum:dio dc los ‘tratanientos con su limite
nati'lo yisu 11"11!:0 ninino. L

y
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“resuitados del

. nditerencia

prﬁeba‘ de™.

adres inmunizadas. con




'obtehidué jempla, en el estudio de

: Lus_x' a- diferentes

na ayor respuesta al desafin

nmunizadns con bacteria viva

h‘na; Fpmer:iales (21},

: "Vutilizarnn como

_adéé,ff?étnnstituldas, v
_cosechados, y los

perimental;: mientras .que

: udxfxcadns a causa de

-1las es el “hecho de que el

_xnmgne 19), Otro  factor es el gue.’

Eléqhu;;ﬁe‘lasv grupos de borregas el

en :ada uno de -1os grupos.'

“su pr:mer muestrea, y. eso

en:los,t!tglos,

en: los anxmales -un fuerte estres’ .. '

esxaciﬁn”nn»fﬁé.acertadu, lo que resultd en B

como_en-los .-



2B

‘dépec:igﬁide antlcuerpos ant;:itotoxina

algunns anlmales

“,meﬁiéate

‘ensayo-visual " simple-en

»:alosf

cuandu

cnnsuman

eut#a\iiﬁntea{

aunque para hab!a‘

>Q eé‘ necesarlo{;e{ectuar el desafin“*
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