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EVALOACION EIPERIKENTAL Y EH CAMPO DE 0N IKMONOGEHO DZ Pa1t1ur1lla 

batmolytica EN CORDEROS. 

RZSUKEK 

se evaluó en condiciones experimentales y de campo la inmunización 

de corderos, contra la pasteurelosis neumónica, con bacterias vivas 

y citotoxina de Pasteurella baemolytica. Para la evaluación 

experimental se utilizaron 40 corderos que fueron distribuidos al 

azar en 4 grupos. El grupo 1 fue el lote control al cual se le 

inocul6, por vla subcutánea, s6lo medio de cultivo; el grupo 2 fue 

inmunizado con un cultivo vivo de f.L haemolytica serotipo Al por 

v1a subcutánea; el grupo 3 recibió el mismo inmunógeno por v1a 

intradérmica y al grupo le fue inoculada la citotoxina 

de f..L haemolytica por v!a subcutAnea más adyuvante completo de 

Freund. Tres semanas después de la inmunizaci6n, los animales 

fueron expuestos por nebulización con el virus de PIJ y siete d1as 

después, desafiados con una cepa de campo de ~ hoemolyt!cn 

Al y sacrificados al ,dla 35 post-inmunización para la evaluación 

del dano pulmonar. A los animales se les tom6 diariamente la 

temperatura corporal por vla rectal durante el periodo 

experimental. Se tomaron muestras de suero para la determinación de 

anticuerpos anticApsula y anticitotoxina de ~ baernolvtica por 

hemoaglutinación indirecta y ensayo visual simple respectivamente. 

Por otro lado, se tomaron impresiones en papel de las lesiones 

pulmonares para su evaluaci6n por peso y se recolectaron macr6tagos 

alveolares para ensayos de fagocitosis y efecto bactericida. 

Por otro lado, la evaluaci6n en campo se realizó en cinco 

explotaciones de la zona del Ajusco, México o. F. Se inmunizaron 96 



corderos con un cultivo vivo de .f..,_ haernolytica por via subcutlnea 

y quedaron 81 corderos sin inmunizar como grupo control, al igual 

que en la evaluación experimental se determinaron anticuerpos 

anticApsula y anticitotoxina; además se realizó un estudio clinico 

patológico en los corderos hasta el destete. 

En la evaluación experimental: los animales del grupo testigo 

mostraron fiebre después del desafio bacteriano durante 4 d1as. Los 

t1tulos de anticuerpos anticápsula y anticitotoxina fueron mAs 

altos para los grupos inmunizados comparados con el grupo testigo 

(p <o.OS). Por otro lado, las lesiones en pulmón, fueron mAs 

severas para el grupo control (p < O.OS). La fagocitosis por 

macr6fagos alveolares fue más eficiente para los grupos inoculados 

por v1a intradérmica y con citotoxina mAs adyuvante. 

En la evaluaci6n de campo, los titules de anticuerpos antic&.psula 

y anticitoto>eina mostraron seroconversiOn la inmunización 

(p <o.OS). En el grupo control enfermaron de neumon1a cl1nica 4 

animales (4 .9 \) y del grupo vacunado l animal (LO \). De acuerdo 

con los resultados obtenidos se puede considerar que la protección 

conferida por la inmuniz:aci6n con ~ haemolytica asi como con 

citotoxina, es eficiente para reducir en forma considerable las 

lesiones pulmonares ocasionadas por esta bacteria 

experimentalmente. Por otro lado, las observaciones a nivel campo 

sugieren que la inmunización con bacterias vivas podrla reducir la 

incidencia de neumon1as causadas por e..r.. haemolytica. También se 

demostró la inocuidad de los inmun6genos por la ausencia do 

reacciones post-vacunales. 



EVALUACXON EXPERIMENTAL Y EN C>.MPO DE UN XNMUNOGENO DE Pasteurella 

haemolytic& EN CORDEROS. 

XftTRopuccroN 

Las neumon1as son consideradas de suma importancia en los animales 

domésticos debido a que afectan directamente al proceso 

productivo de las explotaciones comerciales. Las pérdidas 

econ6micas que ocasionan se deben al alto costo de los tratamientos 

contra la enfermedad, la pérdida de peso, las bajas conversiones 

alimenticias que conllevan a retraso en el crecimiento de los 

animales y finalmente por la mortalidad ocasionada en las 

poblaciones susceptibles (S, 61). 

Estudios realizados en Máxico, destacan la importancia de las 30 

neumon1as en becerros, ya que cl1nicamente la incidencia y 

prevalencia alcanza hasta un 24 \; en la etapa de lactancia (5). Por 

otro lado, el 39 \; de los corderos que fueron sometidos a necropsia 

en el Departamento de Patolog1a de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM durante 1983 presentaron 

lesiones neumónicas de intensidad moderada y severa (93). En 

investigaciones realizadas en rastros de la Ciudad de México se 

aisló Pasteurella haemolytica en aproximadamente el 14 \; de 

pulmones neumónicos de ovinos, siendo los serotipos Al, A2, A5 y A9 

los más representativos (lo, 18). 

En estudios sobre mortalidad de corderos se ha determinado que la 

muerte de corderos asociada a neumonías puede rebasar el 20 \;. En 

estos trabajos se ha demostrado que el mayor porcentaje de 

mortalidad por problemas neumónicos se acentúa entre los 2 y 3 

meses de edad de los corderos (70, 96). 



En otro estudio realizado por Aguilar y T6rtora ( 1) donde se. evalu6 

la mortalidad perinatal en ovinos de la zona de Milpa Alta, o. F. se 

demostr6 que la cifra alcanzada por neumonías era del 32 \. Un 

resultado similar fue obtenido por Mart1nez, et al. (63} en la zona 

de influencia de la Facultad de Estudios Superiores CuautitlAn, 

Estado de México. 

Pasteurella baemolytica es un agente que comunmente se asocia a 

problemas neumónicos de rumiantes (2). La primera información del 

problema apareci6 en 1921, donde se aisló el germen de rumiantes y 

en 1932 se propuso el nombre de Pasteurella hacmolytSca (B, 66). Es 

una bacteria Gram (-) de forma cocobacilar, inmóvil, encapsulada, 

oxidasa (+), lndol (-), aerobia y anaerobia facultativa; crece en 

agar Me Conkey, en medios enriquecidos como agar sangre y agar 

chocolate; produce hemólisis beta. La presencia de cápsula con 

determinantes de superficie antifagoc1ticos la hace resistente a la 

fagocitosis (28). 

Por mucho tiempo, se desconoció la importancia de f..... baemolytica y 

.P.,,. ~.5!.il en el proceso de la enfermedad respiratoria, ya que no 

son capaces por si. solas en condiciones experimentales de causar la 

enfermedad, sólo cuando se estableci6 la idea de complujo 

neumónico de etiolog1a mültiple y secuencial se comenz6 a 

considerar que estas bacterias pod1an ser invasoras secundarias y 

responsables de producir lesiones graves en el pulmón (95}. 

El pulm6n del rumiante tiene un eficiente sistema de defensa y 

puede eliminar prActicamentc todas las partículas, por ruecani~mos 

inespec1ficos que involucran la filtración aerodinámica, cambios 

bruscos en la dirección del aire en las v1as respiratorias y el 
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desplazamiento del moco, al cual las partlculas pueden adherirse y 

ser eliminadas por el movimiento ciliar ascendente (38). Las 

part!culas con diámetros comprendidos entre o.s y 2 um, tamano al 

cual corresponden la mayorla de las bacterias, pueden franquear los 

mecanismos de defensa específicos e inespec!ficos del aparato 

respiratorio superior y logran llegar hasta la pared del alveolo. A 

este nivel existen otros mecanismos de defensa que son capaces de 

neutralizar a las bacterias; el principal responsable de esta 

inactivaci6n es el macr6fago alveolar, pero existen otras 

sustancias que ayudan a la protecci6n del tejido pulmonar, entre 

ellas se encuentran las inmunoglobulinas, lisozima, transferrina, 

interfer6n, antitripsina y complemento (38, 39, 95). La remoción de 

bacterias en pulmón también os eficiente, ya que en estudios 

realizados por diversos autores y utilizando varios modelos 

animales, se ha determinado que el tiempo de eliminación de 

bacterias del pulmón en raras ocasiones excede las 12 

horas {62, 82). 

De f....z.. taemolytica se han reconocido, por hemoaglutinaci6n 

indirecta, 15 serotipos de acuerdo a antígenos capsulares 

solubles (31, 91). Estos antlgenos son básicamente polisac4ridos y 

lipopolisacáridos con capacidad antig6nica alta. Asimismo, se han 

designado los biotipos A y T de acuerdo a caracterlsticas 

bioquímicas de la bacteria (8). Los serotipos 1, 2, s, 6, 7, 8, 9, 

11, 12, 13 y 14 corresponden al biotipo A que produce neumon1a y 

septicemia en corderos y neumon1a en borregos adultos. Los 

serotipos 3, 4, 10 y 15 pertenecen al biotipo T, causante de 

septicemia en adultos (92). 



pasteurella haemolytica produce en fase logar1tmica de crecimiento 

una sustancia soluble que es tóxica para macrófagos y leucocitos en 

general (7, 42, 83, 86). La citotoxina, también llamada 

leucotoxina, es soluble en agua, consta principalmente de dos 

fracciones; una proteica y un carbohidrato, es sensible a tripsina 

debido al componente proteico escencial, su actividad citot6xica 

óptima es a 37 e y se inhibe a 4 e, es estable a ph de 2 a 12 y 

resiste el calor hasta 60 e (92). 

La leucotoxina es producida por los diferentes serotipos capsulares 

de E..t.. haemolytica, presenta las mismas caracter1sticas en todos 

ellos, por lo cual se ha considerado que la inmunización con ésta 

puede conferir protección contra la actividad tóxica, 

independientemente del serotipo que se encuentre involucrado en la 

neumon1a (23). 

En trabajos de ingenier1a genética se ha demostrado que la 

leucotoxina de ~ haemolytica es codificada por dos genes 

denominados lktc y lktA. Con estas técnicas se determinó que la 

toxina de Escherichia k.Q.li y de pasteurella haemolytica, tienen 

caracter1sticas similares y se sugiere la posibilidad de que los 

genes de ambas estén relacionados filogenéticamente (54). 

Esta leucotoxina es una citolisina productora de poros, compuesta 

por dos o más subunidades proteicas con pesos moleculares de 105 

mil daltones, que dana a las células blanco por un mecanismo 

'similar al de otras citolisinas bacterianas, insertándose en la 

membrana citoplasmática con la resultante formación o producción de 

un poro transmembranal, permitiendo la salida de potasio 

intracelular e incorporación de calcio y sodio extracelular, con 

ello la presi6n osmótica intracelular se hace ma.s alta y la c6lula 



se hincha con la consecuente lisis y salida de componentes 

citoplasm6ticos ( 17). 

Durante la fase temprana de crecimiento logar1tmico de la bacteria, 

se ha observado por microscopia electrónica la p~esencia de 

fimbrias y qlicocAlix bacteriano. Las fimbrias son de 

aproximadamente 5 nm de ancho y de 300 nm de longitud, están 

presentes s6lo cuando la bacteria se cultiva de manera 

estacionaria. Por otro lado, el tamaflo del glicocálix es de 150 nm 

de grosor y su tamafto disminuye cuando los cultivos tienen más de 

18 horas de incubaci6n. La función que puedan tener este tipo de 

estructuras con los mecanismos de patogenicidad se desconocen; sin 

embargo, se cree que las fimbrias favorecen la colonización a 

nivel del aparato respiratorio alto actuando como un !actor de 

uni6n de la bacteria a las células epiteliales de la mucosa 

naso!aringea, mientras que el glicocAlix puede conferir a la 

bacteria las propiedades antifagoc!ticas (28, 89). 

Otra habilidad de la bacteria es que forma parte de la flora normal 

de las v1as respiratorias altas (3, 37, 40, 75, 77 ). Se menciona 

que los factores predisponentes juegan un papel determinante en el 

desarrollo de la enfermedad, por ejemplo: las condiciones medio 

ambientales adversas como temperatura baja, humedad alta y 

ventilación deficiente, aunados a la mala alimentaci6n pueden 

favorecer la presentación del complejo respiratorio (1). 

Es evidente que estos factores favorecen el proceso neum6nico, sin 

embargo, el papel que juegan se basa mAs en experiencias prácticas 

que en ensayos experimentºales. En México se han hecho los primeros 
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intentos para evaluar el efecto de las condiciones medio 

ambientales y de manejo en la presentación de neumon!as. En estos 

estudios se deja entrever que en explotaciones donde existe 

hacinamiento, microbismo ambiental alto, humedad alta y mala 

ventilación se presentan m6s cuadros neumónicos en los animales, 

comparado con otros sistemas de explotación (1). 

Se seftala que las condiciones antes mencionadas, generan 

situaciones de estrés para el animal que facilitan la trasmisi6n de 

agentes infecciosos. El estrés es una reacción neuroendocrinol6gica 

ampliamente definida que incluye la elevación de los niveles de 

esteroides endóngeos. Si el estrés se mantiene por un periodo 

prolongado, la hipersecreci6n de corticoesteroides compromete la 

respuesta del hospedador a los agentes infecciosos debido a una 

inhibición en la liberación de factores quimiotActicos por parte de 

los macr6fagos alveolares, complementado con un bloqueo en la unión 

de factores quimiot4cticos a los granulocitos e inhibiendo la 

capacidad de migración del macr6fago alveolar (95). 

También se ha demostrado la participación de agentes primarios de 

tipo viral como adenovirus, virus respiratorio sincitial, 

parainfluenza J, entre otros, capaces de iniciar el complejo 

neumónico, sin embargo, el mecanismo de como actOan no se ha 

definido satisfactoriamente (52, 56). 

Todos estos factores inhiben de una u otra forma los mecanismos de 

defensa del pulmón permitiendo el establecimiento de E.a.. hoemolytica 

en el tejido pulmonar (26, 56, 64). AdemAs, la citotoxina puede 

jugar un papel importante en la patogénesis de la enfermedad por el 

ya mencionado efecto negativo que ejerce sobre los principales 



mecanismos de defensa del pulmón, especialmente sobre los 

macrófagos alveolares y neutrófilos, ocasionando inhibición de su 

capacidad faqocltica, de la respuesta inmune subsecuente y de la 

inducción de inflamación como consecuencia de la lisis de estas 

células (7, 27, 42, 60, 83, 84, 86, 90). 

La lesión pulmonar causada por ~ haemolytica se inicia a nivel del 

bronquiolo respiratorio, mientras que la difusión de la intecci6n 

ocurre a través del tejido conjuntivo intersticial presente entre 

los bronquios, vasos sangu1neos y linfAticos. La lesion 

caracterlstica inducida es una pleuroneumonla fibrlnosa localizada 

en la zona craneoventral del pulmón (8). La endotoxina de 

f...s.. haernolytica es en parte responsable del dano severo que se 

observa en la neumonla, debido a que es capaz de activar los 

sistemas enzimAticos de la coagulación, f ibrinolltico y del 

complemento (28, 95). 

En la actualidad se han desarrollado una diversidad de inmun6genos 

para prevenir la neumon1a causada por e...z.. haemolytico con 

resultados aparentemente satisfactorios en algunos casos (21). 

Estos inmunógenos var1an en cuanto a la v1a de inoculación, 

adyuvantes utilizados, tipo de antlgenos: vivos (21), muertos (22), 

extractos (29, JJ) y masa antigénica. El uso de bacterinas d1a con 

d1a se va desechando, debido a que no han tenido efecto en la 

prevención del problema y evidencias cllnicas muestran que animales 

bacterinizados han desarrollado una neumon1a mAs severa o.l desafio 

comparado con los animales no bacterinizados (22). 



Los inmun6genos a base de bacterias vivas de cultivos de 6 horas 

son los que han dado resultados mAs satisfactorios, argumentándose 

que este tipo de biol6gicos son eficaces debido a que los cultivos 

j6venes producen más material inmunogénico entre el que se 

encuentra material capsular, citotoxina y otros carbohidratos no 

muy bien definidos. También la replicaci6n del agente en el sitio 

de la inoculaci6n favorece la estimulaci6n de los mecanismos 

inmunol6gicos 'mediados por células (21). 

El uso de extractos obtenidos por diversos métodos, ha dado 

resultados muy limitados debido a la escasa variedad de compuestos 

inmunogénicos que se logran purificar (29, 33). 

Al comparar las v1as de administraci6n utilizadas en los 

experimentos se ha demostrado que laa de mayor efectividad son: la 

v1a subcutánea, intradérmica y aerolizada para el caso de bacterias 

vivas; en tanto que para bacterias muertas la v1a subcutAnea es la 

más efectiva, sin embargo, para este caso el uso de un adyuvante se 

hace indispensable ( 22). 

La evaluación de los inmun6genos se ha realizado por diversos 

métodos que incluyen la reducci6n del dano pulmonar y muerte de los 

animales, asociaci6n con la respuesta inmune humoral medida por 

seroconversi6n de inmunoglobulinas, la respuesta inmune celular y 

la disminuci6n de manifestaciones cl1nicas (21, 22, 29, 33, 99). 

10 



BIPQTISII: 

De los métodos de inmunización utilizados, son escasos los que 

evalQan la efectividad de los inmun6genos asociándolos con t'actores 

predisponentes de tipo ambiental, de manejo y nutriciona.les que de 

alguna u otra forma interactQan en el proceso neumónico. 

En Mdxico, a pesar de los malos resultados que se han obtenido con 

las bacterinas, se siguen utilizando con mucha frecuencia sin saber 

a ciencia cierta su eficacia, los serotipos contenidos en las 

bacterinas y si son los adecuados para su utilización en la región 

geogr6.fica donde van A ser aplicados. 

l.l 



OBJETIVOS. 

Evaluar a nivel experimental la efectividad de un inmun6geno de 

posteurello haemolytica y el efecto de condiciones de alojamiento 

(hacinamiento y humedad) sobre la presentaciOn de neumon1as. 

Estudiar algunos aspectos generales de la respuesta inmune a la 

neumonla como son la fagocitosis y capacidad bactericida por 

macr6fagos alveolares in ilil:s!.· ~si como, el comportamiento de los 

t!tulos s6ricos de anticuerpos antic~psula y anticitotoxina de 

f.,_ haemolytic;a. 

Determinar en pruebas de campo la inocuidad del inmunógono y su 

efecto sobre la presentaci6n de neumonías en animales inmunizados y 

no inmuni:.ados hasta el destete. 



La evaluaci6n del inmun6geno se realiz6 en dos fases, una a nivel 

experimental y otra a nivel campo. 

fAll. .l.i. EVJ.LUftCIQH llPERIMEtrrAL1 

MIMA.LES. se utilizaron 40 corderos de aproximadamente dos meses de 

edad, cl1nicamente sanos procedentes de explotaciones con baja 

incidencia de neumon1as. A todos los animales se les tom6 muestra 

de sangre y suero para la determinaci6n de t1tulos de anticuerpos 

anticápsula y anticitotoxina de ~ baemolvtico por hemoaglutinaci6n 

indirecta y por ensayo simple visual respectivamente. También se 

realiz6 un examen coproparasitosc6pico de los animales y se tomaron 

hisopos nasales estériles para anAlisis bacteriol6gico. 

IlfKUNOGEHOS. Se utiliz6 un cultivo de 6 horas de f.&.. haemolytica 

serotipo Al aislado de pulm6n neum6nico de ovino suspendida en 

soluci6n salina amortiguada (SSA) a una concCntraci6n de 1 X 109 

UFC de paquete celular libre de citotoxina. También se prepar6 un 

inmun6geno a base de citotoxina de .e..._ baemolytico., obtenida en fase 

de crecimiento logarttmico concentrada lOX por liofilizaci6n y 

titulada por medio del ensayo visual simple (34). 

DISB80 EXPERIKEN'l'AL. Los animo.les se asigno.ron al azar en cuatro 

grupos de 10 animales cada uno. El grupo 1 fue el grupo control, en 

al cual los animales recibieron como in6culo medio de cultivo 

esteril. Los animales de los grupos 2 y J fueron inmunizados por 

v1a subcutAnea e intradérmica respectivamente con 2.0 ml de 

.E&. hoemqlytica viva en cultivo de 6 horas. El grupo 4 se inmuniz6 

utilizando como ant1geno 2. o ml de la citotoxina de E..... hoemolytica 
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suspendida en adyuvante completo de Freund (ACF) por v1a 

subcutánea. cada grupo se subdividi6 a su vez en subgrupos de 5 

animales, los subgrupos fueron sometidos a condiciones. adversas de 

alojamiento (Cuadro 1 y 2). Las condiciones adversas se refer1an a 

acdmulo de excretas y orina (humedad), as1 como hacinamiento de 1 

animal por metro cuadrado y sin ventilaci6n. El alojamiento de los 

otros subgrupos no presentaba el acOmulo de excretas, el grado de 

hacinamiento era de 2.0 metros por animal y con buena ventilaci6n. 

La exposición viral se llevó a cabo el d1a 21 post-inmunizaci6n y 

el desafio bacteriano al d1a 28. La elección del d1a de desafio 

bacteriano estuvo basada en las manifestaciones cllnicas 

ocasionadas por la infección viral (Cuadro 1). 

El disef\o estadlstico que se utilizó para las variables anticuerpos 

antic.!psula, anticitotoxina, contra el virus de PIJ, temperatura y 

frecuencia respiratoria fue uno completamente al azar con arreglo 

factorial, anidado con rompimiento en tiempo con dos factores y 

diferentes niveles para cada factor (Cuadro 2). 

El modelo matemt\tico qued6 de la siguiente forma: 

Yijklrnm µ + Ti + Aj + TAij + Ik (TAij) + Dl + TDil + ADjl + E!jklm 

µa Media general. 

Ti• Efecto del i-ásimo tratamiento. 

Aja Efecto del j-ésimo alojamiento. 

TAij= Efecto debido a la interacci6n Tratamiento x 

Alojamiento 

Ik(TAij)• Efecto debido al anical anidado en el Tratamiento x 

Alojamiento. 

Ola Efecto del 1-ésimo dla de muestreo. 
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TDil- Efecto de la interacción Tratamiento x 01a de 

muestreo. 

AOjl• Efecto de la interacción Ambiente x 01a de muestreo. 

Eijklm= error aleatorio. 

El diseno para la evaluación del dano pulmonar fue 

similar pero sin la anidación y el rompimlento en tiempo, quedando 

el modelo de la siguiente manera: 

Yijka µ + Ti + Aj + TAij + Eijk 

donde: 

µ• Media general. 

Yijk • datio pulmonar en mg. 

Ti Efecto del i-ésimo tratamiento. 

Aj .., Efecto del j-ésimo alojamiento. 

TAij a Efecto de la interacción Tratamiento x Alojamiento 

Eijk a error aleatorio. 

El virus de PI3 a utilizar fue aislado en M6xico de un pulmón de 

ovino y se replicó en cultivos celulares y se mantuvo en 

congelación hasta su uso, momento en el cual fue titulado (45). 

La exposición viral se realizó en una c6mara de aerolización 

(Figura 1) y el desafio bacteriano por vla intratraqueal, en tanto, 

los cambios a condiciones de alojamiento adversas se llevaron a 

cabo en un lapso no mayor de tres horas. Se utilizaron 6 ml por 

animal de suspensión viral la cual contenla una dosis da l X 107 

TCI050 /ml, la cual se define como la cantidad de virus contenido en 

so pl que causa el so ' de efecto citop.S.tico en cultivo de tejidos. 

El flujo de la suspensión por los nebulizadores era de 
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aproximadamente 1 ml por minuto (16, 48, 55). Por otra parte, la 

dosis bacteriana utilizada fue de 2.5 ml de una suspensión de 

.f..a.. boemolytica a una concentración de 1 X 109 UFC por animal. 

EXAMEN CLINrco. A todos los animales se les tomó la temperatura 

corporal por v1a rectal diariamente por la maf\ana, durante todo el 

periodo de evaluación, as! como su estado cl1nico general evaluado 

mediante la frecuencia respiratoria y tipo de movimientos 

respiratorios. 

ESTUDIOS SEROLOGICOS:. Antes y durante el periodo experimental o al 

momento de la muerte natural o sacrificio de los animales se 

tomaron muestras de suero para determinar titules de anticuerpos 

anticApsula y anticitotoxina de E..._ haemolytica, asl como 

anticuerpos contra el virus de PIJ mediante la técnica de 

inhibición de la hemoaglutinaci6n (31, 45). 

EXAMEN BACTERIOLOGICO: se tomaron muestras en condiciones de 

esterilidad para intentar recuperar la cepa de desafio o de otros 

agentes involucrados en el complejo respiratorio. El aislamiento e 

identificación de los agentes aislados se realizó por métodos 

convencionales (102). 

BXANEN KACROSCOPICO.- La severidad de las lesiones en pulmón fue 

evaluada por una escala de o a 20 en base n una modificación hechn 

'al criterio descrito por Panciera (74) (cuadro J), los animales 

muertos por neumon1a tendrlan ln máxima puntuación representando 

una falla total en la resistencia al desafio. El porcentaje de 

reducción en las lesiones fue determinado por medio de la siguiente 

ecuación. 
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\ de 'rea d• l••i6n da qrande - 'r•• •n el aniaal 
reducción encontrada• a evaluar 
de la X 100 
leai6n irea d• leal6n aia qrande encontrada 

* Sin incluir a los animales muertos en forma natural y muertos por 

otras causas. 

Con el fin de evaluar cuantitativamente el dan.o pulmonar se tomaron 

impresiones en papel de la extensi6n de las lesiones en pulm6n de 

todos los grupos para su evaluaci6n por peso. El criterio tomado 

fue que las lesiones más extensas ocupar!an más espacio en los 

diagramas de papel, por lo que al recortar las áreas dibujadas el 

peso del papel serla alto, relacionándose por consiguiente con l~ 

mayor severidad de la lesi6n. 

EXAMEN HISTOPATOLOGICOs Se tomaron muestras representativas de 

pulm6n de los animales al momento de su muerte o sacrificio, las 

cuales f~errin fijadas en formalina amortiguada al 10,, se 

incluyeron en parafina, procesadas y tehidas con la técnica de 

hematoxilina-eosina para su evaluaci6n microscópica (57). 

ENSAYO SIMPLE VISUAL PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS 

ANTICITOTOXINA DE Pastourolla baqmolytica. Esta prueba se 

fundamenta en la capacidad que tiene el suero para neutralizar la 

citotoxina de E.a. haemolytica, utilizando como células "blanco", 

leucocitos de sangre periférica de bovino obtenidas mediante choquo 

hipotónico de sangre completa (67). La prueba consisti6 en hacer 
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diluciones dobles de cada uno de los sueros a probar con SSA en una 

placa de microtitulaci6n de 96 pozos. Realizada la dilución de 

suero, se agreg6 la citotoxina de f.... haemolytica obtenida en fase 

logarltmica de crecimiento bacteriano (84) y se incub6 10 minutos a 

temperatura ambiente, enseguida se ai\adi6 la suspensi6n de 

leucocitos y se incub6 una hora a 37 c. Al finalizar este periodo, 

las placas se centrifugaron a soo G por 5 minutos, a cada pozo se 

le adicion6 formalina amortiguada al 10 \, y fue incubada 30 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron tei\idas las 

placas con una soluci6n de cristal violeta al i.o \ durante s 

minutos, lavándose finalmente 6stas con agua corriente (34). Si era 

observado un fondo azul en los pozos indicaba la presencia de 

células tei\idas y por lo tanto un resultado positivo a la 

existencia de anticuerpos que fueron capaces de neutralizar la 

citotoxina de e..s._ haemolytica. Un fondo claro indicaba ausencia de 

anticuerpos, por lo que la citotoxina quedaba libre ejerciendo su 

efecto de lisis sobre las células "blanco", eliminando el sustrato 

celular a te~ir. Para cada ensayo se utilizaron sueros controles 

positivos y negativos como referencia. 

PRUEBA DE HEKOAGLUTIHACIOH IHDIRZCTA PARA LA DZTZRKIHACIOH DB 

ANTXCUERPOB AllTXCAPSULA DZ Pa1teur1lla haeaolvtica. Se realizaron 

diluciones dobles con cada uno de los sueros a probar con SSA en 

·placas de microtitulación de fondo en "U" de 96 pozos. Se 

adicionaron los eritrocitos sensibilizados con ~ haemolytica del 

serotipo a probar y se incub6 por dos horas a 37 c. Al tinalizar 

este periodo se realizó una primera lectura y se incubaron las 

placas durante toda la noche a temperatura ambiente para realizar 
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posteriormente la segunda lectura de las placas (31). 

OBTENCXON DE KACROFAGOS ALVEOLARES. En los animales muertos en 

forma natural y en los sacrificados se recolectaron macr6fagos 

alveolares mediante lavados bronquio.alveolares utilizando una 

modificación a la técnica descrita por Mauderly (65) en anhnales de 

laboratorio, para lo cual los corderos fueron desangrados y se 

disecó con todo cuidado el aparato respiratorio desde la tr~quea. 

Se tomaron las ~uestras para bacteriologla e histolog1a del lado 

izquierdo del pulmón. El lado derecho fue utilizado para realizar 

el lavado bronquioalveolar ligando previamente a nivel de la 

bifurcaci6n bronquial. se introdujo un tubo de polipropileno al 

bronquio hasta sentir una ligera resistencia; a través de la sonda 

se introdujeron allcuotas de una solución salina amortiguada 

suplementada con glucosa (98), hasta completar un volumen 

aproximado de 150 a 200 ml. La suspensión que contenla las cólulas 

pulmonares se depositó en tubos de centrifuga de polivinil de 50 

ml, los C\\ales se colocaron en bano de agua fria aproximadamente a 

4 c. 

El namero de células obtenidas se determinó por conteo directo 

el hemocitómetro de Ncubauer (6). Para determinar la viabilidad de 

las células se utiliz6 la técnica de exclusión de azul de tripan on 

soluci6n al 0.2 t (67). 

Las células recolectadas fueron lavadas por centriCugaci6n tres 

veces a 200 G durante 10 minutos con medio RPMt-1640 ajustando 

finalmente la concentración a 3 X 10 4 células por ml. en modio 

RPMI-1640 adicionado con 10 \de suero fetal de ternera (SfT). En 
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microplacas para cultivo de células de 24 pozos, se adicionó en 

forma estéril 2 ml de la suspensión celular y se incub6 toda la 

noche a 37 e, en una atm6sfera con 2 \ de co 2 para facilitar la 

adherencia de las células a la superficie de pl~stico de las 

placas. Al finalizar este per1odo, se eliminaron las células no 

adherentes mediante el lavado de los pozos tres veces con SSA 

estéril y se procedió a la evaluaci6n de fagocitosis y efecto 

bactericida por macr6fagos alveolares (KA). 

SOSPENSIONES BACTl!!RIAllAS Pllllll LA EVALOACION DE FAGOCITOSIS Y EFECTO 

BACTERI.CIDA. Se utiliz6 una cepa aislada en México de 

~ haemolytica, biotipo A, sorotipo l. Las bacterias se cultivaron 

12 horas antes de su uso en caldo de infusión cerebro-corazón (BHI) 

a 37 e en una atmósfera con 2 \ de co2 • Transcurrido el periodo de 

incubación se realizó un conteo de las bacterias, con diluci6n 

previa en pipeta de Thoma para glóbulos rojos, en hemoc.iit6metro de 

Neubauer utilizando para el conteo un microscopio en contraste de 

fases. Posteriormente se centrifugaron a 3 ooo G por 10 minutos 

para resuspcnder en medio RPMI-1640 con 10 \ de SFT a una 

concentraci6n aproximada de_ 1.5 X 105 bacterias por ml (4). 

EVALUACION DE FAGOCITOSIS. Se adicionó a 6 pozos con MA adheridos, 

2 ml de la suspensión de ~ hnemolytico, para obtener as1 

aproximadamente una concentraci6n de 5 bacterias por macr6fago; a 

otros 6 pozos con MA s6lo se les e.dicion6 RPHI-1640; a 6 pozos sin 

MA se les adicionó una suspensi6n de f..s.. haemolytica y finalmente a 

otros 6 les fueron adicionados 2 ml de medio RPMI- 1640 estéril. De 

esta manera quedaron las siguientes variables: f...s. haemolytica en 

suspensión con MA, f..s.. haemolytica sola como control positivo de 

crecimiento bacteriano, RPHI-1640 solo como control negativo de 
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crecimiento bacteriano y MA solos. Las muestras fueron incubadas a 

J7 C con 2 t de co2 por periodos de 1, J, y S horas. Al término de 

cada periodo, se realizó la lectura de 2 pozos por cada variable en 

un espectrofot6metro a J80 nm, tomando como fundamento que a 1nayor 

concentración de bacterias, mayor serla la lectura en el 

espectrofot6metro ( 4) . 

EVALUACION DE EFECTO BACTERICIDA. Se adicionó la suspensi6n de 

}?.¡_ haemolytica a 6 pozos con HA adheridos. Se incubaron durante JO 

minutos a J7 e en una atm6sfera con 2 t de co 2 para facilitar la 

fagocitosis de bacterias; después de este periodo, se lavaron los 

pozos con SSA estéril y se provocó lisis celular en J pozos con 

agua destilada estéril para la liberación de las bacterias 

fagocitadas. El resto de los pozos se resuspendieron con medio 

RPMI-1640 adicionado con antibióticos y SFT; se incubaron durante 3 

horas más en las mismas condiciones de atmósfera y temperatura. Al 

concluir este tiempo fue realizado el lavado de los pozos con SSA 

estéril y los MA se lisaron con agua destilada estéril. 

Inmediata~ente después de cada lisis (a los 30 minutos y a las 3 

horas) , se tomaron por duplicado al !cuotas del sobrenadante de cada 

pozo y se realizaron diluciones logarítmicas de cada muestra en 

caldo nutritivo y se incubaron a J7 e por un periodo de 24 horas, 

al término del cual fueron leidas las muestras en un 

espectrofot6metro a J80 nr.i (4). 

Las muestras evaluadas a los JO minutos se tomaron como par~mctro 

comparativo de fagocitosis bacteriana y las de J horas como el 

efecto bactericida de los MA. 

Para la evaluación de fagocitosis y efecto bactericida ae 
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trabajaron paralelamente las mismas variables adicionando al medio 

anticuerpos específicos contra E.a.. haemolytica en cantidades 

subaqlutinantes (67). Los anticuerpos estaban contenidos en un 

suero ovino, el cual fue titulado por la técnica de inhibici6n de 

la hemoaglutinaci6n • 

.[Aü .lL. E'iAL!!ACION 12J:L INMUNQGEl!O .EN CONDICIONES Ut; ~ 

En la evaluación de campo se requiri6 de productores "voluntarios" 

que permitiesen la inmunizaci6n de un porcentaje de sus animales 

con el inmun6geno evaluado en la fase experimental. El inmun6geno 

fue aplicado por v1a subcutánea a corderos entre 1 y 2 meses de 

edad. Los parámetros evaluados fueron: anticuerpos anticápsula y 

anticitotoxina de ~ hoemolytica y titulo de anticuerpos contra el 

virus de PI3 antes y después de la inmunización. Se evaluó la 

mortalidad perinatal hasta el destete determinando las causas que 

la ocasionaron, considerando análisis bacteriol6gico con 

aislamiento y scrotipif icaci6n de los agentes involucrados; 

patología macroscópica y microsc6pica, estudios serol6gicos, etc. 

se trabajó con cinco explotaciones ovinas localizadas en la zona 

del Ajusco, México D.F. El total de corderos en los cinco rebanas 

fue de 177, de los cuales se inmunizaron 91 por v1a subcutAnea con 

una suspensi6n de .f..s... haemolytica a una concentración de 1 X 109 UFC 

por ml. 
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FIGURA 1. CAMARA DE AEROLIZACION UTILIZADA PARA LA 
LA EXPOSICION VIRAL EN CORDEROS. 

VISTA ISOMETRICA. P: Puerta; R: Rampa de acceso; V: Ventana; 
F: Fiitro; E: Extractor; N: Nebullzador; 
D: Drenaje. 

Tomada de Colmenare1 {19). 



CUADRO 1. PROTOCOLO DB XNKUNIZACIOH Y DEBA7IO DB ta1t1ur111& 
b1111olyti91 BJif CORDEllOS. 

DIA GRUPO l GRUPO 2 Grupo 3 GRUPO 4 

o Inoculado Vacunado Vacunado Vacunado 

con SSA Ph Al Ph Al Citox.+ACF 

V1a se V1a se v1a ID v1a se 

21 Virus PIJ aerolizado en todos los grupos mas cambio a 

condicionen adversas de alojamiento • los subgrupos. 

28 Desafio con ~ baemolytica serotipo Al en todos los grupos 

y cambio a condiciones adversas de alojamiento a los 

subqrupos. 

35 Sacrificio 

SC: SubcutA.neo. 

ID: Intradérnica. 

de los animales remanentes para evaluaci6n. 

Ph Al.: Ppsteurella baemolytica Al. 

'¡ 

Cada grupo de 10 animales subdivididos a su vez en subgrupos de 5 
anima les cada uno. 

24 



CUADRO 2. ARREGLO PACTORIAL DEL DISEiO COMPLETAKENTB AL AZJUl PJUlA 
EL BXPBRIN8NTO DB EVALUACION DEL INKOHOGEHO DB P11teur1ll1 
n1emolytica Elf CORDEROS. 

FACTOR A : INMUNOGENO 

al •2 al 
NIVELES 

control Phl se Phl ID 

F 
A 
e bl S/CCAA 
T 
o 
R 

b2 C/CCAA 
B 

Phl se: Inmun6qeno de f..... baemolytica por v!a subcutánea. 

Phl ID: Inmun6geno de f.... haemolytica. por v!a intradérmica. 

citox: Inmun6geno a base de citotoxina • 

S/CCAA : sin cambio a condiciones adversas de alojamiento. 

C/CCAA: Con cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
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CUADRO 3. PROCEDIMIENTO DE EVALUACION DE LAS LESIONES DEL PULMON 
CON BASE A LA ESCALA DE O a 20. MODIFICADA DE PANCIERll (74) 

Puntos 
mé.ximos 

Tamano 

de la 

lesión 

Lóbulos 
afectados 

6 

Edema 

Pleuritis 

4 

Distribución 
de puntos 

Criterio 

4 

2 

Lesion al 75% de la lesión mas grande 

Les ion 

Lesión 

entre el 50 y 74 % 

entre el 25 y 49 % 

O Lesión menor al 25 % 

6 6 lóbulos 
5 5 
4 4 
3 3 
2 2 
l l 
o o 

4 Obvio y severo 

Observable pero moderado 

Minimo o carente. 

4 Evidente. 

Moderada. 

Ausente. 



RllVJ.TA09&: 

rAil EXPERDIEl!TAI.; 

El factor alojamiento no mostr6 efecto en las variables estudiadas 

excepto para la variable frecuencia reapiratoria. 

TDOD.ATmta.. Al dla siguiente de la aplicaci6n de los in6culos se 

ob•erv6 en promedio un incremento liqero de temperatura en los 

grupos con excepci6n del qrupo control, este incremento baj6 

gradualmente hasta valores normales en un periodo de tres dlas. La 

temperatura promedio m6a alta registrada durante el experimento 

fue 40.02 ± l.O e, se present6 al dia siquiente del desafio 

bacteriano y s6lo ocurri6 en el qrupo control mostrando 

diferencia significativa (p < o.os) con respecto a los dem6s 

qrupos. Esta elevaci6n de temperatura tuvo duraci6n de un aolo dla 

y diaminuy6 en forma gradual hasta alcanzar valores 

considerados como norma lea (Fiqura 2) • 

TlTULOB DB AftICUDP08 &llTlCU8ULa: Loa titulo• de anticuerpos en 

general fueron transformado& a logaritmo base 2 (log2 ) para su 

mejor evaluación. 

El an6lisis muestra una diferencia significativa (p < o.025) con 

respecto a tiempo y para la interacci6n tratamiento por tiempo. 

Como puede observarse en la Figura 3, esta diferencia para el 

tiempo se hace notoria en la primera semana post-inmunizaci6n de 

los diferentes inmunOgenoa, donde los grupos 2, J y 4 muestran una 

•eroconversi6n importante comparados con el grupo control 

existiendo una diferencia estad1stica significativa entre 

tratamientos (Cuadro 4 y 4a). Como puede observar•• los t1tulo• 
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de anticuerpos para los tres grupos mencionados disminuyen 

ligeramente durante el experimento. Es importante seftalar que 

existe una aeroconversi6n en el grupo control poco despQes del 

desafio experimental con f.._ haemqlytico alcanzando un titulo 

promedio de J.81 ± 1.053. 

Los titulos mAs altos alcanzados debido a los tratamientos, fueron 

de 4.0 ± 2.2; 6.0 ± 1.4; 6.45 ± 1.2 y 7.1 ± 1.s para los grupos 

1, 2, 3 y 4 reapectivamente. 

El valor de rª para eata variable fue de 66. 6. 

TITOLOS DB AWTICOBRP08 A•TICITOTOZINA. En este caso también 

exiati6 diferencia e•tad1atica significativa (p <0.005) para el 

tiempo, entre tratamientos y para la interacciOn tratamiento por 

tiempo. En la Figura 4, se observa que la respuesta más alta 

estuvo dada por el grupo 4, el cual fue inoculado con la 

citotoxina de f..&. baemolytica mA• ACF, los grupos inoculados con la 

bacteria por diferentes v1aa sa comportaron de forma similar y el 

grupo control fue el que presento los titulo& m6s bajos con una 

seroconversi6n importante despu6s del desafio con f.... baemolytica. 

Cabe seftalar que en esta faae, loa titules de anticuerpos en los 

grupos 2, 3, y 4 tendieron a disminuir en forma notoria. En los 

cuadros 5 y sa ae muestra la diferencia existente entre loa grupos 

con respecto al control, donde el 9rupo 2 y J son iguales entre si 

y el 4 ea diferente del 2 pero similar al 3. 

Los titulas anticitotoxina mAs altos registrados duranto el 

experimento debido a lo• tratamientos fueron 4.8 ± 2.3; 6.34 

± 1.1; 6.48 ± 1.1 y 7.66 ± 0.18 para los grupos 1, 2, J y 4 

respectivamente. 
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TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE PIJ. Los t!tulos de 

anticuerpos contra el virus de PI3 sólo mostraron diferencia 

significativa para el tiempo (p <O.OS), esta diferencia fue 

debida a un incremento promedio de aproximadamente dos diluciones 

dobles en todos los grupos, el cual se hizo evidente en el 

muestreo subsecuente a la exposición viral. 

FRECUENCIA RESPIRATORIA. Para esta variable solamente hubo 

diferencia para alojamiento y tiempo (p < o.OS) (Cuadro 6), la 

cual se present6 al momento que los anir:iales fueron sometidos 

condiciones adversas de alojamiento como fue hacinamiento y 

aumento de humedad relativa, 

as1 como al acl\mulo de excretas y orina en el corral. El promedio 

de frecuencia respiratoria para los subgrupos que sufrieron este 

cambio fue de 36.B ± 3.1 y de 33.e ± 2.6 para los que no fueron 

sometidos a estas condiciones. Como puede observarse en la 

Figura 5, los subgrupos sometidos a condiciones adversas de 

alojamiento tuvieron en promedio una frecuencia respiratoria mayor 

comparada con los subgrupos que estaban en condiciones favorables 

de alojamiento. 

1\ pesar de no existir diferencia significativa entre tratamientos, 

en la Figura Sa se puede observar aumento en la frecuencia 

respiratoria en todos los grupos después del desafio bacteriano y 

en el grupo control se observa un incremento con respecto a los 

demás grupos entre los dlas 4 y 6 post-desafio. 

EV~LOACION DEL DAÑO PULMONAR. En las Figuras 6, 7, 8 y 9 se 

presentan en forma esquematizada las lesiones encontradas a nivel 
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pulmonar en todos los grupos y en la Figura 10 los promedios del 

grado de lesi6n representado por el peso del papel expresado en 

miligramos para los mismos grupos. Como puede apreciarse las 

lesiones más severas se observaron en el grupo control, sin 

embargo, a pesar de la marcada desproporci6n, el grupo control 

fue diferente significativamente (p < 0.05) de los grupos 3 y 4 

pero igual al grupo 2 y los grupos inmunizados fueron 

estad1sticamente similares entre s1 (p > 0.05) (Cuadro 7 y 7a) • 

El valor de r 2 para esta variable fue de 23. 7. 

El grado de reducción de la lesi6n evaluado como porcentaje fue 

mayor para el grupo al cual se le inoculó la citotoxina de 

h haemolytica más ACF (p < o. 05). El cuadro e muestra los valores 

obtenidos de la evaluación del dano pulmonar realizado de acuerdo 

al criterio descrito previamente, donde se puede observar, que 

sólo hubo diferencia signicativa entre el grupo inoculado con 

citotoxina m!s ACF y el control, oiendo similar a los grupos 

inmunizados por v1a intradérmica y subcutánea. 

BXAMBK BXSTOPATOLOGICO. En términos generales las lesiones 

histopatol6gicas fueron de intensidad moderada a leve para los 

cuatro grupos. Las lesiones más evidentes se observaron en el 

grupo control. Debido a que no se contaba con un método 

cuantitativo confiable para la evaluaci6n de estas lesiones, s6lo 

se mencionan las que se observaron con mayor frecuencia: 

congesti6n, distención de septos interlobulillares debido a la 

infiltración de células inflamatorias entremezcladas con fibrina, 

pleuritis, inf iltraci6n mononuclear intersticial y c6lulas 

fusiformes con arreglo arremolinado (Figuras 11-14). Otras 
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lesiones observadas con menor frecuencia fueron: edema, sincitios, 

hemorragias subpleurales y aumento relativo del tejido linfoide 

asociado a bronquios. 

BVALOACIOH DB WAGOCITOSXS Y EFECTO BACTERICIDA DB Pa1teurella 

hatmolytica POR M.ACROFAGOS ALVEOLARES. Para esta variable, se debe 

tomar en cuenta que valores altos en la lectura del 

espectrofot6metro, indican concentración alta de bacterias y por 

lo tanto una fagocitosis deficiente por parte de los macrófagos 

alveolares. Las lecturas obtenidas en el espectrofotómetro en este 

ensayo a las 3 horas de incubación fueron de 0.995 ± o.052; 

0.872 ± 0.25; 0.375 ± 0.38 y 0.322 ±"0.018 para los grupos l, 

2, 3 y 4 respectivamente. En la Figura 15 se representan en 

forma gráfica estos resultados. Como puede observarse, la 

fagocitosis fue eficiente a las 3 horas de incubación para los 

grupos inoculados con f...t.. haemolytica por v1a intradérmica y con 

citotoxina más ACF (p <o.OS), mientras que a las 5 horas do 

incubación todos los grupos tendieron a comportarse de una forma 

similar. 

En esta misma evaluación, pero con la adición de un suero ovino, 

que conten1a anticuerpos espec1f ices contra f.... haemolytico, en el 

medio donde se encontraban suspendidas las bacterias con 

macr6fagos, se encontró que la fagocitosis fue ineficiente para 

los cuatro grupos y no hubo diferencia significativa entre 

tratamientos (p > o, 05) (Figura 16). 

Por otra parte, la capacidad bactericida de los HA fue buena para 

los cuatro grupos y no hubo diferencia entre los tratamientos 

evaluados (p > o.OS) (Figura 17) 
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EXAMEN BACTERIOLOGICO. Solamente en un animal del grupo control se 

logr6 el aislamiento de f.s.. haemolytica serotipo Al a partir del 

pulmOn. Es importante senalar que este aislamiento se realizo 10 

d!as después del desafio bacteriano. 

GAHAJfCIA DB PESO. La ganancia de peso promedio para los distintos 

grupos se muestra en el cuadro 9 . Como puede apreciarse no se 

observo diferencia significativa entre tratamientos ni entre 

subqrupos, sin embargo, la ganancia de peso fue escasa para todos 

los grupos y en los subgrupos a los cuales se les sometió a 

condiciones adversas de alojamiento, esta ganancia siempre fue 

menor comparada con los que estaban en buenas condiciones. 

EVALUACIOH CLIHICO PATOLOGICA. Durante este periodo que comprendió 

desde la aplicación del inmun6geno (aproximadamente a los 2 meses 

de edad de los corderos) hasta el destete, entermaron de neumon!a 

cllnica cinco animales. Estos animales pertenec!an a una sola 

explotación. Por tratarse de explotaciones comerciales los 

animales detectados enfermos recib!an tratamiento a base de 

quimioterapeaticos. Oc los cinco animales que enfermaron, cuatro 

pertenec!an al grupo control y uno al grupo inmunizado. Todos los 

corderos se recuperaron por lo que fue imposible realizar 

estudios complementarios de patología y bacteriologta, pero si se 

realizaron pruebas serol6gicas. 

EVALUACION SEROLOOICA. En el cuadro 10 , se resumen los resu.ltados 

de los t1 tul os promedio de anticuerpos antic6psula y 



anticitotoxina de ~ haemolytica encontrados en animales de los 

grupos inmunizados, enfermos y controles. Unicamente fue posible 

realizar dos muestreos; uno al momento de la inoculación del 

antígeno y otro 15 dias después de la misma. como puede 

observarse, los animales inmunizados mostraron seroconversi6n en 

ambos t1tulos comparados con el grupo control (p < o.05). El valor 

obtenido en el segundo muestreo para el grupo inmunizado fue de 

3.24 ± 1.2 y de 3.74 ± 1.35 para anticuerpos anticápsula y 

anticitotoxina respectivamente y para el grupo control de 1.36 ± 

1.11 y 2.4 ± 1.18. En la Figuras 18, 19 Y. 20 se representan en 

forma gr.ifica estos resultados. 

En el grupo de animales enfermos, el titulo de anticuerpos anti

c.ipsula fue de 2.0 ± 0.02 al momento de detectarse la neum6nia 

cllnica. Este titulo se mantuvo en el segundo muestreo realizado 

15 dias después, Estos animales fueron negativos a la presencia de 

anticuerpos anticitotoxina en el primer muestreo y 15 dias 

después presentaron seroconversi6n (p < o. 05) (Figura 21). Los 

titulas de anticuerpos anticitotoxina alcanzados por este grupo en 

este momento, fueron superiores a los registrados en el grupo 

inmunizado. 
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CUADRO 4. AllALISIS DE VARIANZA PARA ANTICUERPOS ANTICAP6ULA DI 
Paateurella baemolytica EN LA EVALUACIOH DE UN IMMUNOGENO BN 
CORDEROS. 

F. de v. gl Suma de Cuadrados F Nivel de 
cuadrados medios signif icancia 

Tratamientos 3 28. 2521 9.4174 4. 14 p < 0.025 
Alojamiento l 4. 9750 4.9750 2.19 NS 
Trat * Aloj 3 6.2573 2. 0858 0.92 NS 
I (Trat*Aloj) 32 72. 7390 2 .2731 
Tiempo 7 151. 3440 21. 6206 27:61 p < o.oos 
Trat * Tiea. 21 115.1507 5.4834 7.00 p < 0.005 
Aloj . Tiem • 7 3.8812 0.5545 o. 71 NS 
Error 245 191.. 8404 0.7830 
Total 319 574 .4397 

r 2 "" 66.6 

CUADRO 4a. PROMEDIOS DE KIKIMOS CUADRATICOS PARA AKTICUERPOS 
ANTXCAPSOLA DB P11t1ur1ll1 haewolytica EM LA BVALOACXOV DB OH 
INMUNOGZMO EH CORDEROS. 

Trat. control 

2.39a 
± 0.13 

p < o.02s 

Aloj. C/CCA 

2.12a 
± Q.09 

Tiempo Promedio 

- i4 2.048 ± o. is d 
7 l.. 563 ± o.1s d 
3 J.425 ± o.1eab 
4 3. 765 ± o.is a 

1i 2. 733 ± o.1s e 
is 2. 813 ± o.1s e 
25 3. 125 ± O. l.Sbc 
32 3. 323 ± o.1eab 

p < o.005 

S/C I/D 

J.07bc 2.7Bb 
± 0.13 ± 0.13 

S/CCA 

2.97a 
± 0.09 

Citox. 

3. l.6C 
± 0.13 

S/CAA: Sin cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
C/CAA: con cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
S/C: subcutánea I/D: Intradérmica Cito>e: Citoto>eina. 
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CUADRO 5. AllALISIS DB VARIAllZA PARA ANTICUERPOS AN'l'ICITOTOXIHA DB 
Pa1t1ur1lla h11molytica EH LA BVALOACION DE UH INMONOOENO BH 
CORDZJIOS. 

F. de v. ql Suma de cuadrados F Nivel de 
cuadrados medios signiticancia 

Tratamientos 3 80.6178 26.8726 5.44 p < o.oos 
Alojamiento l l. 2375 1.2375 0.25 NS 
Trat • Aloj 3 12 .0688 4.0229 0.81 NS 
I (Trat•Aloj) 32 158. 0045 4.9376 
Tiempo 7 223. 0797 31. 8685 33:"36 p < o.oos 
Trat * Tiem. 21 57. 7794 2. 7514 2 .ea p < 0.005 
Aloj . Tiem. 7 9. 2292 l. 3185 l. 38 NS 
Error 245 234. 0531 0.9553 
Total 319 776. 0699 

r 2 - 69.84 

CUADRO 5&. PROMEDIOS DE MININOS COADRATICOS PARA ANTICUERPOS 
AllTICITOTOZINA DB Pa1t1urella baemolytica BM LA EVALUACIOH DE UN 
IIQIUllOOBHO EH CORDEROS. 

Trat. Control 

4. 8138 
± 0.12 

p < 0.005 

Aloj. C/CCA 

5. 538a 
± o.os 

Tiempo Promedio 

- 14 4.360 ± 0.17 
7 4.605 ± 0.17 
3 4.773 ± 0.17 
4 5.665 ± 0.17 

11 6.293 ± 0.17 
18 6.265 ± 0.17 

a 
a 
a 
b 
e 
e 

25 6. 640 ± 0.17 e 
32 6.198 ± 0.17 e 

p < 0.015 

S/C I/D 

5.561b 5.861bc 
±0.12 ±0.12 

S/CCA 

s. 662a 
± o.os 

Citox. 

6.163c 
± 0.12 

S/CAJH sin cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
C/CAA: con cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
S/C: subcuUnea I/D: Intradérmica Citox: Citotoxina. 
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CUADRO 6. AHALISIB DB VARIAHZA PARA FRBCUEHCIA RESPIRATORIA DE 
CORDBROS BM LA BVALOACIOH DZ UM IMMOMOGBNO DB P11teur1ll1 
hatwolytic:a. 

F. de v. Gl suma de F Nivel de 
cuadrados signif icancia 

Tratamientos 749. 665 0.48 NS 

Alojamiento l 524. 006 o. 03 p < o.os 

Trat • Aloj. 462.182 0.67 NS 

IDF(Trat * Aloj) J2 9 409. 20 --------------------
Tiempo 16 9 244. 397 0.001 p < o. 001 

Trat • Tiempo 48 2 241. 885 0.041 NS 

Aloj • Tiempo 16 2 416.844 o. 001 p < 0.001 

Error 560 26 048.179 

TOTAL 679 57 238.347 
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CtlllDRO 7. PROMEDIOS DB KillINOS CIJllDRA'1'IC08 DEL DAl!O Ptl'LKOllAR EH LA 
l!VJU.tlACIOJI DE tlN IllK1lllOGl!Jf0 DB 111~•1a:•J.J.1 ll11a21xtis;:• 

Tra.t. control S/C 
Aloj. 

I/D citox. Total 

C/CAA 1648. 4 814.8 102.2 177.8 68S.8 ± 281. 79 

C/CAA 1892.2 821. 4 S09. 4 2S8.2 870.4 ± 281. 79 

Total 1770.Jª 818. iªb JOS .8b 218.2b 778.lb 
± 398.51 ± 398. Sl ± 398. Sl ± 398.Sl 

S/CAA: sin cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
C/CAA: Con cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
S/C: SubcutAnea I/D: Intradérmica citox: Citotoxina. 
Distintas literales indican diterencia estad!stica p < o.os 

CtlADRO 7a. AJIJU.ISIS DE VARIAJIZA DEL DAiio PIJLJ(OJIAR EJf LA J!VALtlACIOJI 
DB tJM IIOltJJCOGElfO DI P11teurell1 baeaolytica U COJlDEJlOS. 

F. de V. 

Tratamientos 

Alojamiento 

Trat. • Aloj. 

Error 

·Total 

ql 

32 

39 

suma de F Nivel de 
cuadrados eiqnificancia 

1S226161.4 J .20 p < o.os 

340771. 6 0.21 NS 

238784. 6 o.os NS 

50818956. o 

66624673. 6 
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cuadro a. EVALDACIOll DEL DAJIO PULllOllAR DI! ACDllRDO A LA KODIPICACIOll 
AL CRITERIO D2SCRITO POR PAllCIERA (74). 

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 

Tamaf'lo de la lesi6n. l. 8 o.a 0.2 o. 3 

Lóbulos afectados. l. 9 1.6 1.2 l. 3 

Edema. 1.4 o.s o.s 0.3 

Pleuritis 1.1 0.2 0.2 0.1 

TOTAL ACUMULADO 6.2ª 3.lb 2.1b 2.ob 

Literales distintas indican diferencio eic¡nificotivo (p < o.OS) 
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CUADRO '. CIAllUCill DB PB80 ouau 1IJI LA BVllLUllCIOll DB tl1I IllllUllOGEllO 
DB Patteurella hataolytica al COllDSROS. 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Control S/C I/D Cito><. 

S/CM8 49.3 ± 4.8 51.0 ± 4.6 50.3 ± 3 .e 49.5 ± 4.6 

C/cMª 43.1 ± 7.3 46.2 ± 5.6 45. 3 ± 3.6 48.0 ± 6.3 

S/CAA: sin cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
C/CAA: con cambio a condiciones adversas de alojamiento. 
S/C: Subcut6nea I/O: Intradérmica Citox: Citotoxina. 
Distintas literales indican diferencia estadlstica p < o.os 
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cua.Sro 10. TXTDLOB DB AWTXCDBRPOB (Loq2) AWTXCAP8DLA y 
JUrl'ICXTO'fOZIICA DB Pa1teur1lla h•taolytica EH LA EVALOACIOll Zlf CUPO 

DB DW XIOIDWOGDO D CORDEllOB. 

ANTI CAPSULA AllTICITOTOXINA 

15 15 

SIN INMUNIZAR 1.10ª 1. JOª i.10ª 2.cob 

INMUNIZADOS l. Joª J. 74b 1.60ª J.24b 

ENFERMOS* 2.00ª 2.00ª o.ooª 4.5ob 

a,b: Literales diferentes en renglones y tipo de anticuerpos 
indican diferencia si9nificativa (p < 0.05). 
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FIGURA TEMPERATURA CORPORAL DE CORDEROS EN LA EVALUACION DE UN, 
INMUNOGENO DE Pasteurel/a haemo/ytlca EN CORDEROS. FASE EXPERIMENTAL 

Temperatura rectal ( Cl 
41 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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39 
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FIGURA 3. ANTICUERPOS ANTICAPSULA DE Pasteurel/a haemofytica 
EN CORDEROS. FASE EXPERIMENTAL 

T\TULOS DE ANTICUERPOS Log2 
5,--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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FIGURA 4 • ANTICUERPOS ANTICITOTOXINA DE Pasteure//a haemolytlca 
EN CORDEROS. FASE EXPERIMENTAL 

TITULOS Log2 
8 
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4 t t t 
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FIGURA 5. FRECUENCIA RESPIRATORIA DE CORDEROS MOSTRANDO EL EFECTO DEL 
CAMBIO A CONDICIONES ADVERSAS DE ALOJAMIENTO. FASE EXPERIMENTAL 

FRECUENCIA/MINUTO 
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FIGURA 5a. FRECUENCIA RESPIRATORIA DE CORDEROS EN LA EVALUACION 
DE UN INMUNOGENO DE Pasteure/la haemolyt/ca EN CORDEROS. 
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FIGURA 6. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO CONTROL 

FASE EXPERIMENTAL. 



FIGURA 7. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO 
INMUNIZADO POR VIA SUBCUTANEA CON Pasteure//s haemolytica. 



FIGURA 8. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO 
INMUNIZADO POR VIA INTRADERMICA CON Pasteurella haemo/yl/ca. 



FIGURA 9. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO 
INMUNIZADO CON CITOTOXINA DE Pas/eurel/a haemoly//aa POR VIA SUBCUTANEA 
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FIGURA 10. EVALUACION DEL OAFIO PULMONAR POR EL PESO DE LAS 
IMPRESIONES EN PAPEL. FASE EXPERIMENTAL 

PESO {mg) 

500 

Control Subcurár11},,::i C1toto<ina 

- SIN CAMBIO ~CON CAMBIO 
DE ALOJAMIENTO DE ALOJ ... MIENTO 



.. 
Figura 11. Hicrototoqratia mostrando el patrón !usiforce de 
macr6taqos alveolares en pulmón (600 X}, 

Figura 12. Hicrofotografia mostrando material amorfo en un 
bronquiolo (E) e infiltración mononuclear intersticial (150 X) 
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Figura 13. Microfotoqratia mostrando engrosamiento da septos 
interlobulillaros (6) debido a la presencia de fibrina y células 
inflamatorias (600 X). 

Figura 14. Microfotografía mostrando engrosamiento de pleura (P) 
debido a la presencia de fibrina y células inflamatorias. 
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FIGURA 16. FAGOCITOSIS DE Pasteurel/a haemo/ytlca POR MACROFAGOS ALVEOLARES 

DE CORDEROS SIN UTILIZAR ANTICUERPOS ESPECIFICOS. FASE EXPERIMENTAL 
Densielad óptica (nm) 
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FIGURA 16. FAGOCITOSIS DE Pasteurella haemo/ytlca POR MACROFAGOS ALVEOLARES 
DE CORDEROS UTILIZANDO ANTICUERPOS ESPECIFICOS. FASE EXPERIMENTAL 
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FIGURA 17. EFECTO BACTERICIDA DE Pasteurel/a haemo/ytlca POR 
MACROFAGOS ALVEOLARES DE CORDEROS. FASE EXPERIMENTAL 
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FIGURA 18. ANTICUERPOS ANTICAPSULA DE Pasteure//a haemo/ytica 
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FIGURA 19. ANTICUERPOS ANTICITOTOXINA DE Pasteure//a haemofytica 
EN CORDEROS. FASE DE CAMPO 
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FIGURA 20. ANTICUERPOS ANTICAPSULA Y ANTICITOTOXINA DE 

Pssteurells hsemolyl/cs EN CORDEROS. FASE DE CAMPO 

TITULOS DE ANTICUERPOS Log2 
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FIGURA 21. ANTICUERPOS ANTICAPSULA Y ANTICITOTOXINA DE 
Pasteurel/a haemolytica EN ANIMALES ENFERMOS. FASE DE CAMPO 

TI TUL OS DE ANTICUERPOS Log2 

o 15 
DIAS 

- ANTICAPSULA ~ ANTICITOTOXINA 



·DIICDBION! 

La respuesta cl1nica mAs evidente a la inmunizaci6n en los 

animales, fue el aumento de temperatura. El comportamiento de 

esta variable puede ser considerada como normal, debido a que se 

ha demostrado que la aplicaci6n de ciertos inmun6genos desencadena 

reacciones postvacunales que se caracterizan b6sicamente por el 

aumento de temperatura (24, 53, SO). Es importante senalar que 

este aumento no alcanzó valores considerados como febriles. Los 

inmun69enos utilizados en este trabajo fueron capaces de reducir 

en forma notoria la elevación de temperatura subsecuente al 

desafio con f.i. haemolytica, lo que puede indicar cierto grado de 

protecci6n al dafto ocasionado por esta bacteria; resultados 

similares utilizando otros ant1genos han sido descritos en otros 

trabajos (47, 103). Sin embargo, en estudios realizados por otros 

autores (9), se observa incremento de temperatura después del 

desafio en animales vacunados a pesar de observarse buena 

protecci6n al dan.o pulmonar. 

A pesar de que no existieron diferencias significativas entre 

inmun6qenos, debido a variabilidad alta de los resultados 

obtenidos, las lesiones menos severas fueron observadas en el 

grupo inoculado con la citotoxina m.is ACF. En un trabajo realizado 

por Jericho (48) se observ6 una protección aceptable al inocular 

un sobrenadante de cultivo preparado de forma similar al utilizado 

en el presente trabajo. Sin embargo, en el trabajo de Jericho el 

sobrenadante fue inoculado en forma combinada con f.... haemolytico 

inactivada con formalina sin el uso de adyuvantes. 

El efecto protector observado, quizás no se debe a la citotoxina 

de f..L haemolytica exclusivamente, ya que en el sobrenadante 
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utilizado, por su proceso de elaboración, están contenidos otros 

antlgenos solubles que podr!an estar jugando un papel importante 

en la protecci6n conferida a los animales. Entre estos ant1geno• 

se encuentran extractos solubles capsulares, la citotoxina y otro• 

productos del metabolismo de la bacteria (81, 86, 89). En la 

actualidad la mayor!a de los trabajos de investigaci6n destacan la 

importancia de la citotoxina de f.... baemolytica, ya que se ha 

demostrado que la presencia de anticuerpos contra este compuesto, 

reduce en forma notoria el dano pulmonar al desafio. Por otro 

lado, los t!tulos bajos contra la leucotoxina se traducen como 

baja resistencia al dano pulmonar (15, 35, 68, 87). Es necesario 

destacar que en algunos trabajos, se ha observado cierto grado de 

protecciOn con el uso de bacterinas y otros extracto&, lo que 

sugiere que otros antigenos aparte de la citotoxina pueden ser 

importantes en conferir protecci6n contra la pasteurolosis 

neumónica (25). A pesar de esto, la mayor parte de los estudios 

donde se evalaan las bacterlnas, estas confieren escasa protección 

y en algunos casos acentQan el dafto pulmonar al desafio (25, 32, 

100). 

La vacunación con bacterias vivas por diversas v!as, tambi6n ha 

demostrado su eficacia al desat!o con e.a_ haemolytica y aün contra 

la exposici6n viral y desafio bacteriano en forma combinada. Las 

mejores v1as han sido, en orden de eficiencia, la aerolizada, 

intradérmica, subcutAnea y la intramuscular (14, 21, 51, 74). En 

el presente trabajo se observa un comportamiento similar para la 

v!a intradérmica y subcutliinea sin existir diferencia significativa 

entre ambas v !as. 
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Los métodos utilizados para evaluación de dafto pulmonar se 

sbservaron resultados similares por lo que el método de impresión 

y pesaje en papel podr!a empezar a considerarse en trabajos 

subsecuentes por ser f&cil de realizar, de bajo costo y por dar 

valores para su anAlisis cuantitativo. 

Los t!tulos de anticuerpos anticápsula altos no siempre han sido 

sinónimo de protección. En algunos trabajos (32, 100), se ha 

observado este fénomeno. En este aspecto cabe senalar que los 

mecanismos inmunes contra f..t. haemolytica son complejos e incluyen 

entre otros, La inmunidad mediada por células donde se involucran 

los linfocitos T, que pueden ser directamente tóxicos a las 

bacterias o pueden favorecer el efecto bactericida por parte de 

los macrófaqos por la activación de los mismos, este es uno de los 

principales mecanismos contra la bacteria (58,101). El segundo 

mecanismo está dado por la presencia de IqA en secreciones que 

impide la multiplicaci6n y colonización de la bacteria en las 

mucosas (15, 59, 97). El tercer mecanismo es la opsonización por 

anticuerpos espectficos conferida por IqG, IqM e IgE las cuales 

pueden estar en concentraciones altas en los alveo¡os, dado que la 

bacteria induce permeabilidad vascular, favoreciéndose as1 la 

taqocitosis y destrucción de la bacteria por las células 

faqoc1ticas (36, as, 97, 99). otro mecanismo importante es del 

complemento que se da a nivel sérico y local (101). El Qltimo 

mecanismo de importancia es la presencia de anticuerpos 

neutralizantes de la citotoxina en suero y secreciones 

bronquioalveolares, lo que confiere cierta protección a las 

células fa9oc1ticas. (15, 85, 101). En este trabajo se observ6 una 
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relación directa con los titules de anticuerpos antic6psula y 

anticitotoxina de 1:.z. haepolytic~ con el grado de protección 

conferida por los diferentes inmun6genos. La vta intrad6rmica 

podrla ser considerada la mejor, a pesar de no existir diferencia 

significativa con respecto a la v1a subcutAnea, sin embargo, no 

fue posible evaluar otros mecanismos de inmunidad que pudiesen 

poner de manifiesto la inmunidad celular, que teOricamente es 

inducida por esta vla y es la mAs efectiva de acuerdo a lo 

anteriormente expuesto. 

La evaluación de fagocitosis en este trabajo revel6 una m~jor 

fagocitosis a las 3 horas para los grupos inoculados con 

citotoxina y por vla intradérmica. Para el caso de la vla 

intradérmica esto puede explicarse por la posible presencia, en 

los lavados, de macrófa9os sensibilizados con aumento de 

receptores de membrana para la fracci6n C de IqG (94), aunado a la 

activación de los mismos por linfocitos T. Sin embargo, para el 

caso del grupo inoculado con citotoxina, el comportamiento de los 

macrófagos in ~ es mAs dif lcil de explicar. Lo que podrla 

haber sucedido es que al estar aplicando un antlgeno crudo, la 

posible presencia de otros antlgenos solubles, haya estimulado al 

sistema. inmune humoral y celular con la subsecuente 

sensibilizaci6n y activaci6n de macr6fagos hacia estos a.nt!genos. 

El comportamiento observado para los macr6fagos provenientes del 

grupo inmunizado por v1a subcutanea, en los cuales la fagocitosis 

fue ineficiente, puede deberse a que la fagocitosis se llev6 a 

cabo en forma eficiente en la primera hora de incubación , pero la 

falta o escasa activación de los macr6fagos por parte de 

linfocitos in ll.Y2. para acelerar la bacteriolisis, favoreci6 la 
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producci6n de citotoxina por parte de la bacteria con la 

subsecuente destrucci6n del macr6fago. Al transcurrir el periodo 

de incubaci6n, el dafto ocasionado al macr6fago permiti6 la 

proliferaci6n de la bacteria, debido a esto las lecturas hechas a 

las 3 horas de incubaci6n se traducen en una fagocitosis 

inefectiva. un comportamiento similar se observa en todos los 

grupos al adicionar al medio suero de ovino con anticuerpos 

especlficos y quizA otros factores solubles en el suero contra 

E.... haemolytica, por lo que hubiese sido necesario hacer 

evaluaciones a intervalos m4s cortos para observar este posible 

efecto. Otro factor que pudiera estar involucrado es la relaci6n 

bacteria-macr6tago, ya que el método utilizado para el conteo de 

bacterias es muy inexacto, aunque similar para todos los grupos; 

lo que pudo provocar que la relaci6n fuera inadecuada. Se ha 

determinado en otros trabajos que la relacl6n adecuada es de 100 

bacterias opsonizadas por macr6fago; relaciones mayores conllevan 

a muerte celular por la posible acci6n de la leucotoxina (59). 

Las condiciones de alojamiento, con lo que se trató de someter a 

los animales a un estrés por hacinamiento e irritación por el 

acOmulo de excretas y orina, no tuvo el efecto deseado ya que no 

hubo diferencias en las variables estudiadas, excepto para la de 

frecuencia respiratoria que invariablemente se mostró aumentada. 

Es probable que el efecto deseado no se haya alcanzado debido a 

que no fue suficiente el hacinamiento y la irritaci6n causada para 

mantener en estrés constante a los animales y no se contaba con un 

método para evaluar el grado de estrés de los mismos. Un método 

que se ha usado recientemente para la evaluaci6n cuantitativa del 
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estrés es la determinaci6n de cortisol plasmitico (JO). Exiaten 

estudios donde se demuestra el efecto de factores estresantes 

sobre la presentación de neumonta. Por ejemplo en un estudio 

realizado con bovinos se demostr6 el efecto negativo del frto 

sobre la funcionalidad del pulmOn y el dano pulmonar 

ocasionado por ~ hgemplytica (SS). Por otra parte, en un 

estudio realizado por Jones (49) se observo que el cambio brusco 

de temperatura y humedad relativa no tuvo efecto en el qrado de 

remoción bacteriana en vtas respiratorias. 

Con relaciOn a la ganancia de peso existen resultados 

contradictorios sobre el efecto de la vacunaci6n sobre eota 

variable; por ejemplo Confer (20) y Purdy (79) en dos trabajos de 

campo observaron que no hubo efecto al vacunar bovinos por v1a 

intradérmica con ~ haemolytlca viva, sobre las variables ganancia 

de peso, consumo y conversión alimenticia. En tanto en otros 

trabajos si se observó un efecto benéfico a la vacunaci6n con la 

subsecuente mejora de la relación costo-beneficio (41, SO). Como 

ya se mencionó, en el presente trabajo no se observo efecto sobre 

la variable ganancia de peso a la vacunación, pero se debe tomar 

en .cuenta que los animales fueron alimentados con una dieta de 

mantenimiento que les impidi6 desarrollar en forma 6ptima este 

par.S.metro. 

El hecho de haber realizado anicamente el aislamiento de la cepa 

de desafio en un s6lo animal puede deberse a que los inten~os de 

aislamiento se realizaron hasta el sacrificio de los animales. En 

este momento hablan transcurrido 10 dias desde que se realizo el 

desafio bacteriano, tiempo suficiente para haberse llevado a cabo 
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la remoción y destrucción de la bacteria por parte de los 

mecanismos inmunolóqicos del animal. como ya se menciono, en 

t6rminos generales las lesiones producidas por el desafio en el 

presente trabajo fueron de moderadas a leves, esto se puede 

asociar al fracaso en la recuperación de ~ haemolytica. Existen 

trabajos donde se ha evaluado el grado de remoción bacteriana 

tomando en consideración numerosas variables. En la mayoria de 

estos trabajos se observa que los periodos de remoción son muy 

cortos (horas) y los periodos mAs largos corresponden a estudios 

donde se somete a los animales a factores que comprometen su 

respuesta inmunológica (12, 39, 56, 62, 71, 72, 82). En otros 

trabajos donde se ha intentado la recuperación do la cepa de 

desafio de ~ baemolytica se ha logrado el aislamiento en menos 

del 20 ' de los casos de animales que han sobrevivido al deoaf!o, 

este porcentaje se eleva considerablemente cuando se ha intentado 

el aislamiento de animales muertos por neumon1a (13, 51, 53). 

Por ültimo, el modelo utilizado en este trabajo, fue similar a los 

que comunmente se utilizan para la evaluación de inmun6genos de 

f..J._ haemolytica por diversos autores. En bovinos, por ejemplo, se 

ha utilizado la exposición con el virus herpes bovino tipo 1 y 

desafio bacteriano por diversas v1as 3 a 5 d1as después; sin 

embargo, el principal problema que han tenido es que la cepa viral 

comúnmente desarrolla el complejo respiratorio por s1 mismo 

haciendo dificil la interpretaci6n de resultados (14, 46). Por 

otra parte, el virus de PI3 es m~s inocuo comparado con el 

herpesvirus bovino tipo 1, pero a pesar de que no afecta la 

clarificación de bacterias en el tracto respiratorio, es capaz de 
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aw:i.entar la susceptibilidad al desafío por alteraciones causadas a 

los 1:1acrófagos e 4 7) . 

Con respecto a la fase de caepo, el inmun6geno evaluado mostr6 

cierto grado de inocuidad, debido a la ausencia de reacciones 

cllnicas postvacuna les. Es importante seflalar que el ano en que se 

llev6 a cabo la evaluación del inmunógeno (1990) fue considerado 

por algunos cllnicos de la zona (73) como muy benéfico, dada la 

escasa mortalidad que se presentó en la mayoría de los reba~os. 

Esta aseveración se apoya también en otros estudios colaterales 

sobre mortalidad en corderos (resultados aQn sin publicar), que 

se estuvieron realizando en la zona, donde se observó tanibién baja 

mortalidad en los rebanes evaluados (69). A esto se atribuye la 

escasa presentación de cuadros neumónicos y mortalidad en las 

explotaciones donde se evaluó el inmun6geno. En un trabajo 

realizado por Pedroso (76) en terneros, donde se evaluó un 

inmun6geno de E..,_ multocida a nivel campo, utilizaron 254 animales 

de los que sólo enfernaron de neumonla el 8 \. 

Los anim~les que presentaron neumon!a cl!nica en el presente 

trabajo, como ya se mencionó, pertenec!an a un sólo rebano. Sin 

dejar de ser una simple apreciación dificil de cuanti!icar 

científicamente por el nQmero de explotaciones evaluadas, el 

rebano donde se presentaron los cuadros de neumonía clínica, era 

la que mayor grado de hacinamiento mostraba (1.2 animales por 

metro cuadrado) y mostraba el clásico manejo de la zona de 

pastoreo diurno con encierro nocturno de traspatio en 

instalaciones parcialmente techadas. Las otras 4 explotaciones 

llevaban a cabl) el otro sistema de la zona de pastoreo diurno con 
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encierro nocturno en el monte en instalaciones rO.sticas, sin techo 

y con cierto grado de hacinamiento (aproximadamente 1.5 animales 

por metro cuadrado) . En un trabajo realizado en México por Aguilar 

Y T6rtora (1), en el que se evaluaron un nOmero mayor de 

explotaciones en la misma zona, se observó un comportamiento 

similar, donde los problemas respiratorios se presentaron con 

menor frecuencia en explotaciones en las que se llevaba a cabo el 

pastoreo diurno con encierro nocturno en el monte sin techo. 

Los titulos de anticuerpos anticápsula y anticitotoxina tuvieron 

un respuesta similar al presentado en la fase experimental, sin 

embargo, debido a la escasa incidencia de neumonias y nula 

mortalidad, fue imposible correlacionar el titulo de anticuerpos 

con grado de protección. Un detalle interesante fue la ausencia de 

anticuerpos anticitotoxina en animales que presentaron neumonia 

cl1nica al momento de ser detectada, este hecho apoya en primer 

lugar la teoria de que la neumonia era causada por f.a.. haemolvtica 

y en segundo lugar la importancia que puede estar jugando la 

citotoxina en la patogénesis de la enfermedad. como ya se 

mencion6, los titules de anticuerpos anticitotoxina estAn 

directamente correlacionados con el grado de protección en la 

pasteurelosis neumónica de los animales ( 15, 35, 68, 87) • 

En México, a pesar de todos estos estudios, el uso de bacterinas 

se realiza en forma rutinaria en explotaciones comerciales de 

ovinos y bovinos. Afortunadamente en forma experimental, ya se han 

realizado los primeros esfuerzos por evaluar otro tipo de 

inmunógenos, donde destacan el uso de bacterias vivas y de 

sobrenadantes de cultivo para conferir protección a los animales 

con resultados aparentemente satisfactorios (43, 44, 78). 
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COMCLUSIONIS; 

ESTA 
SALIR 

TESIS 
DE LA 

NO DEE~ 
BIBllu iEU. 

Los inmun6genos utilizados en la fase experimental y da campo 

fueron inocuos para los animales, basado en la au&encla de 

reacciones postvacunales de consideraci6n. 

Se observó una relaci6n directa entre t!tulos de anticuerpos 

antic&psula y anticitotoxina con el grado de protección al desafio 

experimental y natural con ~ baemolytica. 

La inmunizaci6n disminuyo el dano pulmonar al desafio experimental 

con .f..._ haemolytica, as! como las manifestaciones cllnicas en los 

animales. 

De acuerdo a los resultados de fagocitosis, la inmunidad celular 

podrla estar jugando un papel importante en la patoqénesis de la 

enfermedad. 

La citotoxina de .f... baemolytica participa de manera determinante 

en la patogénesis de la enfermedad. Este argumento se basa en la 

relaciOn encontrada entre titulas de anticuerpos y grado de 

protecc10n; en la ausencia de anticuerpos contra esta leucotoxina 

en animales enfermos y por ser el 1nmun6geno que redujo en forma 

m6.s notoria la presentación del daf\o pulmonar al desafio. 
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