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Resumen

El presente trabajo se realizd con el objeto da evaluar el
nivel de antiguerpos en <conejas. a la aplicacibn d=2 una
autobacterina de Pasteurella multocida tipo D. ’

La experimentacién se llevo &cabo en el Madulo de
Cunicultura y el Laboratorio de Microbiologla de 1la F.E.S.-
Cuautitlan (ULLN.A M), La antobacterina se aplacd en 100 conelos
reproguctores, 12 machos y 86 nembras de las razas Nueva Zelanda,
Chinchilla vy California, inyectandcse por via subcutanea a una
dosis de 1 a1l cada uno, €con una reinmunictacidén a leos 15 dias vy
agjanosse S controles.

Fara svaluar el nivel de anticuerpos s2 utilizd ila prusba de
hemoaglutinacidn wasiva. Se@ sangraran conejos (o s pudieron
completar Iss {00 coOnM@los a4 Consecuensia de que se alejacan  del
rango de tiempo para evaiuar 1os  titulos de  anticuerpas),
dividiendose en dos etsapas & los L dias se sangraron del conelo
1 ai 51 vy les © controles. en la segunds etapna se sangraron del
S2 al 73 a3 los &0 dlas. de estaz muestras  se  obcuvieraon  los
sueros para la prueba, wutilizando eritrocitos tanados Y
sensibilizaocs con un antigens gescapsulado ando diluciones aes

2 1:8, 1:té6, 1:32, 1:&4, 123128 y

12, 1

ta prueba arrolo los sigulentes resultados. En 1a orimers
etapa (J0 gias). las concentraciones JFusrdn: 2 conejos  con
cancentracidn  1:4, 2T conejos con concentracidn « 14 conejos
con concentracidn 1:1é&. 11 conejos concantracidn 1332 y L conejo
con concentracidn 1:64., En la segunda etapa (&0 dlas) las
concentracieones fruerdn: 3 con=los con  concentracidn i 4, 12
conejas con concentrac:idn 1:8, S conejocs con concentracidn  lilé,
1 conelo con concentracidn 1:32 y 1 csnejo con  concentracibdn
1:64,

En  cuanto a laos controles todos tuvieron una concentracidn
ge 1:4 sin ninguna variacidén, con £ de raza Nueva Zelanda, 2 de
raza Chinchilla vy ¢ de raza California.



En la estadistica cescriptiva. A los resulusdes - o
eancentiraciones se convirtisrcn por aedio de logaritmos & nlme
naturala@as para Ttacilitar su mane)o estadistics., grafitacidn
pruena ae hipétesis. La Meogia para la primersa etapa dio 2.8
una  Desviscion Estandar de 00,6345, para la segunda etapa
abtuvd una mecia g2 Z.4 ¥y una dasviacién estangar e 0.4983
para los ccntroles por no su¥rir variscidn se quedd con una media
de 1.3% y una oasviacion estandar de €.000,
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En la gistribucidn de frecuencia, para la primera ecapa con
un limite de clase de uno se obtuvo una tendencia a la derecha v
en la segunds etapa tambi&n con un limite de clase de uno tuvd
una tendencie a la izguierda a causa de un ascenso de anticuerpos
en la primera y un dascenso en la segunda etapa.

Fara la prueba de hipédtesis dando un nivel de confianza de

utilizando a Ho:u=X y Hi:U=X, aceptanco Hi debidc a que
tuvs una probabilicad mernor a la Ho. para las 2 =tapas.
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INTRODUCEION :

Importancia econdmica del Conejo

La noustr:i:alizacidn ael con2lo en nuestiro pals debe
adguirir mayor i1mpurtancia, Con un consuma per capaita de Q.0028 g
segain la FAU y ante el aumento vertiginoso de 1& poblacién en
México a raztn de un indice de crecimiento anual de I.2%
(49) .Estas especie tierne caracterlsticas que la hacen idbnea para
incrementar el consumd de carne en el pals como  ton. sSU gran
prolificigaa (7 partos anuales con 7 gGg&sapos por camada en
promec:io), desarrollo rdpido (sacrificio a iocs 2.9 meses), carne
rica en proteinas y pobra en grasas y contenics en calorias, (ver
la Tabla No. 1) (Z2). Surge entonces la impariosa necesidad de
incrementar ia progucciéen de carne para @1 consume numana Y
stender la e2norme demanda da nuevas fuentes de trabajo aoriéndose

a la cunicultura un gran campo G& actividad socio-econédmical Su
versatil alimentacion un B&o indice oe conversidn
alimento/carne, reducidas exigencias de alozamiento, una

excelencte ceapacidad reproductora y la calidad de sws  productos
gque propicia 21 completo aprovechamiento de ias @ [-3- por 1o
tanto lo hace una especis muy atractiva para su expiotacidn y una
alternativa econdmica a futuro (8).

.8 carn2 de conejo &s una +Tuerte opcidn de protelrna coemlin
para i& slimantazidn huaanaz piel y el pelo rinden mayores vy
mejores oeneficics en la confeccidn ce prenaas de vestir y el
estiercol &l incrementar su procuecciin, Foorra ser  aprovechaao
frecuentemente en la fertilizacadn d= las tierras (3).

TABLA No, 1
COMFOEICION 2E LA CARNE FOR 100 ¢

EXXXBERRFR AR R KR LR AR R KA KRR LRI REREN R AR RN RN R RN KR RKRH RN EX
x

x Caloriss Frotelnas Grasas Ca F Fe Na K ¥
1 . 3 g mg mg mg mng mgx
ARAEREAN KRR A XA X RN TN EXF R RRR KRR R XF KRR ERRKRERARL LR RA KRR X KRR AR R
X

1Buey 129 18 13 10 200 =2 106 350k
:Cordero 53 17 pis) 10 200 3 109 350:
scerds 280 16 z4 10 2 100 .7.50:
:F'Dnn 128 20 3 10 200 = 190 300:
;Cuneja 174 21 10 w0 o0 2 50 300:

FREEAKEERRKKREMRRK KKK KRR KRR KRR LTI RE XX RERAR KT KRR AR RKRAKEI KK
: 3



Las  enfermedades son  actualmente uno de los orincipales
obsthculos para ol brito de la explotacibn cunicula. debido a lag

cuantiosas perdidas gconbmicas gue pueden otasionar 2l
cunicultors por concepte de muertes, trastornos ©n el
crecimiento, dieminucion de peso, gastos en medicamentos

etc. (como la Enfermedad Hemorragica de los coneios Que Causo gran
rerdida econgmica a los curizaitores nacionales) para sl
prevencién v contrel adecuados es necédsario €1  conocimiente  de
eus causas, peculiaridades de transmisién, efectos morbosos,
aplicacion de mzdidss de sanidad animal vy tratamiento (8).

Los problemas respliratorios, son una de las causas mas
importantes en las enfermedades, que afectan la cunicultura vy
principalmente uno  de sus agentes causales es  la

Pasteurella
multocida.

Caracteristicas del agente

El genuro Pa rella son pegquefins bacilos o cotobacilos
gram-negativeos. Los cuales no tienen motilidad, no esporulan
anaerobiocs facultativeo vy  fermentatives(27). L& forma aue
predemina en jos cultivos y on los frotis de tejidos  infectados
son tipicos beciles corios. ovoides y reqgordetes (13).

tLa Pasteureila multocida puede estar como comensal en vias
respiratorias altas vy en el +tr digestivo de numerceas
ezpecies  animales (13.5,59). Son agentes que causan septicemia
hemorridgica = infecciones en el tracte respirstoric de  los
animales muchas vetes asociados con otros agentes (2,58).

Existen cuetrc serotipos capsulares (A,B.D.E} que han sido
identificados en loz cultivos znimales como los oroductores de
enfermedades ~vzr  Tabla No. 2 (7)., La capsula mucoide (Acido
Hialur Inica) @e  importante para la varulencia vy  aparentemente
sirve como la proteccidn de los antigenns, inhibe la fagocitosis
¥ la proteina intracelular gue la compone evita 1a accion de  los
polimorfonucleares (58). En Meiico se han encontrado las tipo Ay
D que son las principales causantes de enfermedaces en varias
especies animales (13.58).




TABLA NO. 2

EXRHERERKEREREE KR KRR KRR R AR KR KRR XN R I KRR KRN NKERIARRK KRk kX
*

X
¥ Clasificacién de los diferentes tipos Capsulares de la %
Pasteurella multccida y enfermzaades que causan

X *
(3232232323933 % 31 ERRKERRKKKRKK RN KRR ERIRART R AR RRAERR KKK KK I KK
X *
* Tipo A Célera aviario y muchas infecciones de varios X
* animales. ®
% X
* *
¥ Tipo B Septicemia hemorr&gica en Asia, Este Meoio de *
* Europa. *
X X
* *
¥ Tipe D Frasente en varias infecciones Ge muchas cspecies f
* animales. *
X X
* *
% Vipo E Septicemia hemarragica de Africa Central. h 3
X x
EXREREEARKRRR SRR RRE R KRR AR KR RE KA KRR RRKKN KRR KX P RRFRARRRRRF R R AL



Estas crecen mediss d cultive oroivsrios. ceErc
todas  las ce@sarrcllan en Fes108 Que  contengan  1iocinns
tigulares o sancre. Fermenten carbohiuretos. +Fordan Acids pet no
By SON 0H1d8Sa ¥ Cataiasa poslitivos, estas ragucen nitrat
mtritcs. El gracimiento aparece a ias I4-13 noras de incupacian
(a veces hasta en iZ norss), Les colomas son de tamafo  varladle
dependiendo  de  la especie. en general, migen o -3 mm O
diametroi son  circulares grisaceas y no nemoliticas. Algunas
cepas producen colonias mucoraes (59,27,44).

Transmisidn y factores para su aparicidn

La pasteuralosis es una enfermedad gus afecta a muenss
especies., tales como: bovinos, ovinos, caninos, CONeios, aves
etc. (). La transmisidn en conejos ha sido demostrada a nivel
experimental, por medio anbiente controlado a una temperatura de
18g - 26oC y una humecad relativa de 53 - 30 %. & tambié&n, con
una temperatura de lég- ZIgC y una humecad relative de 46 ~ 38
pudiéndose demastrar que se transmite rapidamente en antmales cuon
fase aguda da la enfermedad, situacidn que no ecurra con animales
infectacos oe manera créonica. Esta enfermeocad s consicera  muy
CONt&aQiosa, Transmitiendose Sor contacto airecte o indirectaos
aparentemsnte. los coneyos desarrolian poca inmunitad después de
la infeccidn. Algunos animales  son portadores sanos 1
probablemente perpetdan ls enfermedad en las conejeras (17,27).

De igual manera se giscute loz aspectos que tavoracan la
presentacien de la entermedad como son la nutricidn, medic
ambiente, manejo. factores endogenos y virulencia de)l agente
(33,425,

La edad es otro factor pregispunente y mads adn Cuanco se
compiran con  atros agentes comor Bordetells bronchissntica,
fuspbacterium nacrophorum. fasteurslia hsemplytics etc., naciendo
maés  clficiies los cusaros aguoes e la enfermedaa sobre toao  en
enades ce -4 meses y a lcz 10 meses se presentan sdis  casos
clilnices an viaes respiratories altas (16), pumiendo complicarsae &
cuadros comos neumonlas, conjyuntivitis, metritis, orauitis,
sbscascs cutansos. otitis gue se e:xplicaran mds adelante.




Patogenia

Las especies g2 pasterela son parte noirmal de la flora ae
jos tractos resplrétorios y gastrointestinal de muchas especies
de snimales dom&sticos y N2 domésticas  (S). La transmisidn  del
agente infectante oe animal a animal aepenoe de la virulerncia oe
la bacteria. La Fasteurella multociga es frecusnte Que actue como
invasor secundario en las enfermedadses neumbnicas: sin  embargo
puede ser también la causa praimaria de la enfermedad como  la
septicemia hemorragica (13). Este agente generalmente produce la
snfermedad por ia rdpida invasién a2l cuerpa del huégsped gue en
el mayor de los casos llega a una septicemia masiva (5). Dentro
ae’ lag vias de entrada perimentales de la pasterela sz han
investigado dos vlas de imoculacian la intramasal y la oral,
encontrindose una mortalidad en ambas vias. E1  grupa gue se
infectd por via oral mostrd inflamacidn generalizada de las
membranas serosas  con  miocarditis. nefritis intersticial,
meningitis y conjuntivitis, peroc presentsnos en la mayoria de los
ecasos neumonia intersticial. En la 1npculacidn intranasal produlo
bronconeumonias  supurativas. merinQitis, shcesos cerebrales y
conjuntivitis (55).

La patogénesis c=2 la Pastzurella multocica sigue zn conejas
un patrdn similar a otras especles. AsSl &n diverz=as obsarvaciones
experimentales se cemostrd gque el antigeno capsular ge las cepas
tipo D les permite resistir a la fagocitosls de los neutrofilos
mientras que &lgunos, Como L& tipo A capsular, son mas
susceptibles &l atague neuwtrofilico (i7). En otros experimentos
mas espzcificos se comprobd esto utilizando las cepas tipe D 3671
y 5744 133 cuales permanecieron sin sar fagecitados, misntres con
las cepas tipo A Rl fu& Tagocitaca (33,50 . Esto se puede
explicar <seg4n Collins, Miederbuhi y Cemphell por la nabilidad
limitada <del polimormonuclesr para osstruir a la pacteria después
de ser fagocitada (7).

En otro trabajo experimsEntal 1o M1tero se analizé la-adhes:idn
colanizacidn en la suvperficis e las mucgsas. utilizando
ragmentos de nariz y tragquea de ccneios. emplesnac 4 cultivos de
F. pultocida capsulados de los tipos Ay Dy los cuales
prooujersn  una capsula oe dcioo hielurdnicos vy  fiabraa. siendo
capaces de agherirse y formar microcolonlas sobre la superticae
de la mucosa. Las microvellosicsdes de las celulas epitelisles vy
la produccibn de moco de las células fueron reconocidas como el
lugar de adhesidn, la formacibn oe 163 microcolanias provoca  una
aestruccidn de los cilios (4).
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Manifestaciones Clinicas

La pPasteurelosis &n Ccon2J0s 5@ presenta  dasde un  cuadro
catarral & wna nedmonia de rapida instauracidn., o puede
manifestarse como una infeccidn sepricemica, las cuales son  ce
curso mortal, con una dwacidn ce 1 a @ sias de acuerdd al  tipo
de manitestacidn como se enlists a continuacaian (TO).

Presentacién de los diferentes cuadrcs de Fasteurelosis:

1) Sobre aguda y septicémicat Apareces hruscamente de curso muy
rapido (se pueda sospechar de intoxicaciones). Con gran
abatimientoc. el a&nimal =e aisla en la jaula (caon  fracuencia

acurrucado), con orejas caldas, temperatura de 4£1-42g9C. Mucosa
cianbtica vy muere postrandose en declbito 'lateral en 24 horas
(52,287 .

2 Aguda: Dura de dos & tres dlas s2 opserva tesperatura
elevada, estrefimiento, respiracidn acelerada (S1). Frasentiindo-—
se estarnuccs 1ntermitentes. ligera decolaracicn amarilia de la
piel y pelaje en la parte media de las patas gelarteras lo cua:d
resulta  de la constante limple 3e la iz por las descargas
nasales, Y €5TO &S uh 1ndicagor aue ha peroido muches liguidos
28).

La 1nteccidn de los  pulnans nusde cGcurtvir  por via
sanguinea & per la trdguaa y causa bronconeumonia no supurativa o
Oronconeumsnl s fibropurulenta con una localizacidn antero
ventral. El conejo arectado muestra cegpresidn vy &anorexia, serao
con Frecuencisa la muerte no  ocurre con 319N0s cliniccs
premonitorios (52,237,

4 Sub  aguda: Se presenta con wn CUagro de Ainitis, la cual
primero se manifiesta con prrurito nasal, estornucds Y mas  tarde
flujo, primerc claro y tornandose2 purulento aglutinanco a los
palos. Hotico 1rriiadd rejiso y a veces con coestras. En ocasiones
se presenta +lujo conjuntival serosc, atectando el ducto
lagrimal: que posterlormente Erovocad una conjuntivitis estd se
asocia con las afecclonas respiratorias. pero en ocasiones  puese
ceurrir por la descargas nasal absczoativa 151,23,18). Hay gue
sefialar que los p&rpacos se ven inTlamados vy enrojecidas v &
veces pegados (S52).
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,Guaneo 1a& anfeccldn &5 introducicds &0 wna  poblacism  cw
CONBIOS QUE NO Na 5130 @ipuesta. llega & courrir muerte =n  los
animales, inaClalmente septicemla y desoués pressntan los  otros
cusaras ya enlistades (neumonlas en La mayorla a8 los  gasos
afectanoc animales Jbvenes en el mavar de lgs cesos. En igs
adultos cesarrollan el cuagro aguesc &n las vias respiratorias
altas y llegan & morir por complicacicnes (28,430,

Con el tiempo, la enfermedad subsiste con una incidencia
ligera o2 los casos. muertes esporddicas vy en las infecciones su
mayol parte son casos subclinicos. Sin embargo la fertilidad en
las hembras disminuye, algunos machos presantan orguitis y el
nimero de gasapos por camada @s  reducice (2,26,43,46). Otras
manifestaciones saon: metritis. meningitis, abcesos cutdneos vy
ctitis (28,47, 464).

Distribucidn de las lesiones

Las lesicnes mas carscterlaticas que groauvce la Fasteurella
multocida ce acuerdo a su distrubucish . son Rinitis,
conJuntivitis, otitis media . bronconuemnonla crdnica,
bronconsumonia  aguda fibrinosa vy septicemia (17); cabe oestacar
que las conejeras com2rciales susren grandes pérdigas econdmicas
por esta entermedad y otras enfermedages concomitantes (43).

La rinitais producida por multogida Tipo D induce a
gstechoresis &N 1oB corndtes nasales, & través  Ge un procesos ae
osteolisis ae osteoclastos & inhioicédn dae 1a osteoco&nesis
causandc ceganeracidn y querte de osteoclastcs (2013 mOStrando
una lesidn de coloracidn crema. exugado purulento a nivel de ia
fogas nasales; en 1cs CoNfE)Os con rinitls &guoa muestian corn2tes
enrojecidos con un  tipico exudado pressnte. Esta lesion  se
observa oe 1lgera a severa, con psrdida o disminucidn =n  les
cornetes maxilares. rHistologicamente,ios huesos maxilares ss
observan peguehcs & irregulares =ngrosados y  tiehen  numerosos
gsteoclastss y csteocbdlastes con inclusién ae Folimorfo Nucleares
(19,



€n las lesiones oe otitis media, s2 evalda como rutind & ia
necropsia e la cabezs y exponiendo la buy e timpanica, 18 cual
&8 observa como una infeccidn subciinica comun en esta si1tio.
Aparentemente esto 1o provoca por una InfeCc16n extarna que rompe
el timpanc y orovaca lesi16n en el ravestimiento ce la membrana
timpani originando exuaazo purulento y afectanco demds organos vy
hueses Que 1o rodean (temporal, meninges y sistema nerviocso!
(42,29) .

La conjuntivitis se provoca cuanco ! agente penstra por el
ducto lagrimal a la conjuntiva, para provocar la conjuntivitis,
la ‘codrnea exhive un enturdamienta de variable intensigad y va
acompatada de una intensa i1nfFlamaci6on edematosa agl parpado
(30,29) .

Enp cuanto al estudio de las lesiones neumbnicas se han
realizada trabalos, oonde se i1nvestigaron 40 pulmones de caonejo
localizandose lesiones gue van descz  newumonla intersticial
localizada leve a bronconeumonia aguda. uestacandos2 que en  este
estudio no hubo una correlacidn entre el Tipo de MICroorgan1smo
aislado y £l ti1po de DACTEFla recuperadc. ya que en la mayoria de

los casos haola tanta anticuerpos contra  E multogaci y E.
bronchiseptica (47). Loz pulmones llegsn @ presentar una

cantigad vairiabie ae consolideacidn, usualmente de gran severidag
en las regiones antaraventrales A28, 837 obgervinocse
microscopicamante encrosamiento  de i10s septos alveolares con
infiltracidn a=  Folimor+ o MNuclear ambi&én  nay &Areas os
consnlidacidn sdyacentes & bronauwios y  bronquiolos, asl como
@nfisema, de i1jual manera se puede observar exudacdc mucopurdlento
en estos mismos tejigos. En las arter:as presentan 1nfiltracion
ae Polimorfo Nucleares y tambpién perivazcular. La participacaidn
oe estos Folimor+o Nucisares s& asodia a und  eventual .necrésis
48).

En la septicemia nemocridgica s puede ooservar un  pequebo
aumento en el grosor g2 la pl=sura vy congestién en los pulmones vy
algunas petequias. La consecuencia de la septicemia estan
relacionacgas con efectos de sndotdxinas @ nistologicamente con
traompos fibrina Quz pueden s opservasas @n €l glomérulo  renal.
En conejos experimentales gue adquiriercn anticuerpos naturales,
s2 protegen aes lesicnes localizadas y gereralizacas por  la
reaccidn de Snhnwatiman (& endotaxinas), apareciendn &anticuerpos
cantra la septicemia. EN los animales javernes aparece raramente
cuanga la enfermedad ha estado presente por aiylns tiempo (60,

1c



gtras lesiores hemorrigicas qua se presentan soni Tragueitis,
zongestidn dal gazo; cegenerscidn y necros:s wel nlgaac ¥ ritones
{407 .

Diagndstico

€l dJdiagnéstico confirmative de la F. multocida depends del
aislamiento vy la identificacidn del agsnte (1S). El cuitivo de
matarial infectado da como resultaago un crezcimiento muy tipico Je
colonias gris mucoide en agar sangre. Aungue la FE. aultocida
generalmente ha sido reccnocida como patégeno primario de la
nariz, presumiblemente porgue de las rinitis clinicas s0n
positivas a los resultados de los cultivos (Z8). Holmes encontro
que el &2% de los animales destetados tomando la muestra en  la
faringe son positives & £ste agente, €h comparacién con el I7.S%
tomada por via nasal (Z4). S1n embargo se sugilere que usando un
algogaonc:illo con alginato ge calcio fino y penetranda 3 cm dentro
de ia rar:iz, el 95 ce canelos puede s&r identificado (IT). dtro
métoco que da buen resultaac puece ser can el lavado nasals este
pusde ser con Solucidn 3alina Fosfato Euverada. 2sta se introduce
en la nariz, y lavandolas s& colecta 1 llquido en cajas de petri
(348),

Los Giagnésticos seroldgicos son @e valcr limitado puesto qua
mientras Hay conejos coOn un  cuxare c¢linico vy cresentando
anticuerpos aglutinantes, ray otros que ne presentan cuaaro’
alguno y por tanto se descartan para un diagndstico presumible de
pasteurelosis, quedando muy probablemente como portadgores  3anos
(36).

Tratamiento

Las siguientes antibidticos han s1do usades extansamente  an
el tratamienta e Pasteurelosis: Fenmicilina y estreptocimina
(13). ta penicilina gs el antibidtico de eleccidn para todas las
infecciones por Pasteurella (5){I%). Welch lazs ha utilizado en
suero y on lavadss nasales candb similares resultados tanto por
via intramuscular o subcutanea (6I). Otros de 1os antibacteriancs
que dan ouen resultado es la tetraciclina y oxitetraciclinasg.
sobre todo las de larga &ccidn, sienoo bien  toleragas a una



dosis ge 20 mgrkg (120110 . Las Sulfamerazinas y ia Sulfssetacinas
son  tambi&n avectivas (8)¢ las Sulfcnamidas combinscas con el
metapolito MN4-acetil se utiliza por via i1ntravenosa a una dosis
de 200 mg/kg, dando buenos rasultadeos 164). Otro  antipacteriano
que ha resultado efectivo en agua de bebida s la Enrcflaxina Gue
s& agminisztra en 5S¢ ppm por & dias o via subcutanea Smg
dias (Z3). También la flouriquinalona y la cafalotina
efectivas para la terspia contra la pasterela (5,8)

Prevencidn

La prevencidn ge la pastewralesis en congjos siempre se  ha
anfocado a la inmunizacidn, buscando siempre alternstivas
para la ut:ilizacidn de vacunas vivas y bacterinas. Cabe sehalar
que tanto wuwna comn otra han sido poco eficaces como se
ejemplifica mas adelarnte, ae 1gual manera las vias de
1noculecidn, el uso oe diferentes tipos de adyuvantes y la
combinaci&n de difarentes serotipos de Fastourella multocida o la
compitacion con  otra  agente, en este caso la Bordetella
bronchiseptica. s0n Brincipales alternativas para la prevencidn
de@ la pasteurelos:s cemo (2,256,186},

En un ¢laro ejemplo: la vacunacidn coOn  mMicraorganismos

vivos no dJan resultagos satisfactorios en la prevencidn contra
ia pasteureloRis., ya Que un trabajo gue se llevo acabo con P
multocics serotipo A-i1Z, proporciopd "esultados desalentsoores,

a consecuencia de que durante i& prueba los animales
gesarrallaron rinitis atrafica, para posteriormente recuperarse
el serotipo vacunal (S3.14).

En wna gxperimentacidén a nivel de campo, 3pancghe y Okerman
utilizarcn ura bBacterina E. pultocida tTipo A y D, dando
resultagos confusos 290100 A la utilizacian ge antibidticos post-
inmunizacidn  (S6). Estos mismos autores tamzien utilizanac une

Hacterima., con adyuvante, @n base oleoss: demestraron gue a nival
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de -carpoyv.-‘la | vacuna o puado proteger. en  feorma . adecuasa | la
pasteurelosis en conelaras comerciales, pero an ura prueba piloto
con cone}os libres de patégenos especificas nroporcicne
resultados favorables (57).

Las vias da 1moculacidn han jugado un papel i1wportante en la

evaluacian de las vacunas., muchas de las cuales han dado
resultados muy similares. Las wvias mas utilizadas son:
intramuscular, intravenosa. intranasal, subcutanea y conjuntival;
con mayor Frecuencia se ha utilizado en las pruebas

experimentales las vias intranasal e  intramuscular, la wvia
intranasal se wutiliza para el desaflo de las vacunas que muchas
veces muestra lesiones tanto en vias respiratorias altas como en
pulmones (2,43).

La efectividad de las vacunas depends Mmucho de la
utilizacidn e los adyuvantes como, oo ejemplo:s ARdyuvante
completo de Freund, incocmpleta de Freund e nicrdxido de aluminio,
los cuales estimulsn una alta respuesta cel nivel de anticuerpos.
25TGS L@ na fprobado SR vacunas para cambatir ia pasteurelcsis  en
bovinas vy pocas veCes en cornejos (I,31,1).

ia combinacidn con otros ageEntes también ha sido utilizada
camo  una alternpativa para solucionar 21 groblema, uno de los
trabajos de experamentacidén con malor resulteoo, fué el que se

llevo &cshd en Corea, donae se encontrd cusz Bl uso de  una
Racterina formalinizada, preparada de P. multocida y Eordetellas
pronchiseptica aisladas de conesos con enfermedad PFESpIVatcria,

progulo ocuenas respuestas o@ anticuernos y proteccida contra el

2saflo  euperimental en ratones Yy <cOne30s. LOS anticuerpos
persistieron por c1nco meses despuds de una aolicaciédn  de
refuerzo. Los anticusrpos maternss tamdldn fueron elevados. En
una prueba de campo, <€on I00 gconeios vasunados y T00 controles, ©
y SW% respectivamente desarrollaron enfermedad respiratoriaciS).

La utitizacidn de un extracto de F. muliocida can Tioscinato
de Fotasio., parece que ha funcionado de manera dptima en conejos
Nueva Zelanda vacunados por via aintranasal e intramuscular e
indicando gue la vacuna €s segura y efectiva (51,35).

13



A nivel comarcial =xXlsten AUCMAS Vacunas &n el mercaso e £
multocida las cuales no aan la proteccldn adecuaasa; oebido a gues
son muchos los serdtipos de este agente, 1os cuales varian en s
virulenci&a y predominandoc &n una Iond gsograrica determinaca. sin
Gue ningdn bilclégico sea efectivo (Z.28). .

Control ’

Numeraosas técnicas han sido usagas para intentar controlar y
eliminar la pasteuwrelosis 2n los conejos. Agentes quimiotera-
peuticos como la penicilina son solamente efectivos escasamente,
pero no eliminan el microorganismo del tracto respiratorio (23).
Las medidas de higiene, contrel del estres, sanidad, medio
ambiente, 1luminacidn,. predispesicién por raza, vectores, etc.:
son medidas gue dificilmente dan solucidn al problema de esta

-enfermedad, pero conjuntadas lo mejor posible pueden de alguna
manera controlar la enferaeagaa t42). Otra de laz alternpativas es
el establecimiento de conelos liores o Easteurella multocida,
esto ha tenido busnos resultedos; pero sin embargo. &€ST0S CONeJas
necesariamente fian sido ariginacos de animales con pasterela vy
salo utilizan e&n investigacicnes para las diferentes
instituciones dedicadas a este fin (S54,61).
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OBJETIVQ

Evaluacidn ge una autobacterina contra fasteurella multociga
tipo Dy en conejos reproductores por medio de la prueha de
hemoagiutinacidon pasiva.



MATERIAL Y METODOS
Elaboracién de la autobacterina

1.- Las oacterias s cotuvieron por el aislamiento. éen  los
cone)os reproductores del Modulo ce Cunicultura de la F.E.S.-C.

2.~ En medio de BHI estéril, se inoculd el cultivo de R
multocida tipo T, el cudl se colocéd en Baho Maria a 37gC  con
agitacidn continua por 12 horaes.

J.—- El1 cultivo se inactiva con formol al 0.4% y este se deja
incubar a 37¢C por 24 horas. realizandose una tincidn de Gram
para observar su pureza y determinar su inocuidad, inocul dndose

a ratones albinos de B89 g dge pese, por via subcutanea €

intraperitoneal, los cuales quedaron bajo observacidn por 48
hotras. .

4.- SHe determind y concentrd el cuitivo con el eneFelbmetrO de
Mackfarland, guendande en una corcentracidn de 1O (1.

5. -

. Fosteriormentz se agregd ll.6 ml ge &1C1 al 10% a1l cultive
inactivado - como adyuvante; postericrmente se agregd NaOH &1 10%
miQiéndose con tiras reaczivas hésta cbterer un pH Je 7.

6.~ FPreparada la autobacterina se conservd en frascos color ambar
de 500 ml con tapbn de saguriZad y se mamtuvo en refrigeracibn
por 33 horas, evaluando puresa g inecuwidad (358).

Imnunizacidn de los conejos

1.~ 3& wutilizaron 100 conelos del mddulo oe la F.E,S5.~-C.. el
mddulo tiene una orientacidn narte-swr. Taoricado de cemento

techo de lamine de ascesto, con un clima templado a una
temperatura de 1Bg & Z4gC en los meses de diciembra-febrerc gue
se llevo acabd la exgerimentacidn, ias conejos son alimentados
cen un  alimento comercial llamaco Conijetina faopricaco por La
Haciendsa. &stan divididos en conejeras individuales, las cuales
estan formadas en ingas a la larga del .médulo, y eastan
designadas con las letrzss de la A a la D.



Fara  la eyperimentacién 32 ulillizardn las llneas A v &. En
las cuales se& =ncuentran 1as 51QUIENtes Fasas y Sexod

Linea Ar18 conejos Nuesva Zeianza 146 hembras y I machos
18 conejos Chinchillas 10 hembras vy 2 macnes
1B conejos tai.fmnia 16 hembras y z macnos

tinea B: 18 conejos Nueva Zelanga 1& hembras y 2 machos
18 conejos Chinchillas 1& hembras y 2 machos
18 conejos Califorma 16 hembras y I machos

Con un promedio de 2 alos de adad.

La aplicacién de la autabacterina fué por via subcutansa en
21 dorso con una dosis ce 1 ml por scnejo. Se dieron 2
vatunaciones, & los 0 y 15 y dlas,.

Sangrado de los caonejos para la obtencidn de suero.

1.- Se sangraron 73 conejos entre aschos vy hemdras ge las ©r&azas
Nueva Zelanada, Chinchilla y Caliifsornia, a los 30 y 69 dias
post inmunizacidn, por la vena marginel de la oreja, tomando

muestras de 2-0 mi.

Fara obtener ol suero s2 ozjaron las muestrss a Bako Marlas

2.-
a I7gC por hora v media.

.~ Posterigrments se centrirugaron & Z000 rpm por S mioutos  para
separar el suerc sel coidgulo. El suero obtenide se depositd =2n

viales eptériles con  tapdn A&l vacloc y se congelaron para

pocstariormente utilitades en la prueba ae nemoaglutinacidn

pasiva, .
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Prueba de hémoaglutinacién pasiva

1.- La determinacidn del tltulo de anticuerpgs s realizd en _cada
arupo mediante la t&cnica de nemoaglutinacidn pasiva, con
aritrocitos tipo 0O humano tanados vy  sensibilizados con un
ant l1geno descspsulado.

Z. Se utilizaran microplacas de titulacidn con fondo en U,
efectuando diluciones dobles de suero.

—~ A tocas las pozos can fondo  en U, se depcsitaron 100
micralitros de suero normal de conejo al 1%. Fosteriormente se
tomaron 100 microlitros con el sueroc problema y se colocaran en
la primera poza mezclandolos completamente y twransfiriendo 100
microlitros a la siguiente poza, repitisndo este proceso lo cual
automaticamsnte nas proporciona las siguientes diluciones:
112,1:4.1:8,1:186,1:T72,1164,1:1258,1:556, lce ultimos 100
miCrolltros s desechan.

4.— A cada ailucidn de suero s agregardn  una suspensibn de
eritrocitos tanados al 1.8% y sensibilizados con antlgenas
descapsuliados de E, multocida (Z1,45).
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RESULTADOS

El total de los conejos sangrados fuesron 72, no se pugieron
completar los 100 porque se alejaban del rango de tiempo que se
establecio para la prueba (&0 dias) y por 1o tanto se podian
modificar los resultados gque se esperaban.

. Los niveles de anticuerpos obtenidos en la gprimera etapa (30
dlas post inmunizacién) de los S1 conejos se presentaron con  los
siguientes resultados: 27 conejos caon 1:8,14 conejos con 1:16, 1t
conejos con 1:3Z2,2 congJos con 1:4, | conejo con 1:464, (Ver Cuaard
No. 1).

Se dividieron los conejos par rvaza quedando con los
siguientes resultados para los de la primera etapa:

Raza Nueva ZIelanda: 7 conejos can 1:8, & conejos con
1:32,1t116 con 5 conejos, (Ver Cuadro No. 2).

Raza Chinchilla: 8 conejos con 1:8, 4 conejos con 1:3Z, (Ver
Cuadro No. 2.

Raza California: 2 conejos con 1:8. S conejosm con l:l6 z
conejos con 1:3%, 1 coneja ton 1:64, (Ver Cuadro No. 2).

Aparentemente la rata que oktuvo aejor nivel de anticuarpos
Ffud la- rata lhieva Zelesnda y la otras 2 razas tuvieron resultados
‘muy similares.

Fara 18s controles que sa sangraron a los IO dlas junto can
los de la primzra etapa, gque solamente vueron 5. toges tuviersn
nivel de anticuerpos 1:4, sienda 2 de la raza Nueva Zelanda, 2 de
ia *aza Chincnilla y 1 de la raza California,

17



Fara los conejes de la Za. estapa (&0 dlas  pos’ vacunacian)d
los niveles . de anticuerpss para.los .22 "cwnejos dieron..los
siguientes resultados: 12 conejos con 118, &5 conajos con l:lé, 3
conejos con 1:14, 1 conejo con 1:32, 1 coneja ~eon 1164, Ve
Cuadro No. ). X : e L

De . igual manera se divieron los canajas,puﬁ_razé,, Lenaste:
grupo sdlo se ocuparon 2 razas - quedando o cen’i los. siguientes
resultados: : L i o ; k!

Raza Nusva Zelanda: & ,cnnajos,caﬁ 118, ‘2 conejos: can. 2, .1
conejo con 1:32, (Ver Cuadrao Noa. 4). . o

Raza Chinchilla: & conejos con 1:8, 4 conejos con’ 1:4, 1
conejos con 1tlé, 1 conelo con 1:64, (Ver Cuadrao No. 4.
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CUADRO No.1

TITULO DE Ac. DE LA PRIMER ETAPA
(30 DIAS)

30

B series A

{r-
{n=-51) e



CUADRO No. 2
TITULO DE Ac. DE LAS RAZAS
DE LA PRIMERA ETAPA

NUEVA ZELANDA CHINCHILLA Cx L.FORN!A

1:8 118 1:32 1:84
B8 sories A Serigs B Series C Y7 Seriss D

{n=51) -



. n{22)

CUADRO No. 3

TITULO DE Ac. DE LA SEGUNDA ETAFA
(80 DIAS)

14

B sories A



- CUADRO No. 4
TITULO DE Ac. DE LAS RAZAS

DE LA SEGUNDA ETAPA

NUEVA ZELANDA CHINCHILLA

1:8 118 1:32
- Series A (N0 Series B [ Series C 720 Seres D

ol Series €
1:64
{n-22)
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Egtadistica Descriptiva

- En la estadistica agescrictiva, -los resultados de ics nivalas
de anticuerpos se transfarmaron por m2dio de un  lcdaritmo &
nameras naturales con el sistema Microstat y asi  Facilitar el
manejo de las funciones estaclsticas y araficas.

. Fara cada uno de los grupos, se pudo encontrar Qque la media
de 1les anticuerpos. Fara la primera etapa fué la mayor 2.4 con
una desviacidn estandar de 0.6365: en la segunda etapa disminuyo
la media a 2.4 con una desviaci1dn estandar de 9.6984 y por dltimo
an los controles no se encuentra un nivel constante con media de
1.39 y desviacidn estandar de 0.000, ya gue no sufre ninguna
variacién en los niveles como las otras dos etapas. (Ver Tabla
No. 3.

TABLA No. 3

AR AR AR N R A X AR R E R AR AR R RS R P AR XX AP ARRAARR AP RS ARRRRARR SRR PARAS AR S K2R

» . =
h Tabla Comparativa de las Medias y Desviaciones Estandar *
d encontradas en las 2 etapas de vacunacidn y controles.

- =
= Maximo de  Minimo de ' Desviacidn®
* No. de animales Titulo Titulo Media Estandar ~
AR AR R R AR R AR RARAX AR R ARAR AT REARRA T ARR AN R AN RRIARARKRARA SRR R A ARS
= -
iy o1 1.39 4,16 2.6 0.6365 7
= . - . -
= 22 1.39 4.16 2.4 0.6984 -~
x -
» ] 1.39 8,16 1.39 0.000 »
=

AR R R R AR AR AR AR AR AR AN R ER AR AR AR IR R AR AR AN AR KA NRXARRXAXNARRZR R RRN

[N
@



También se obtuvo la madis por raza, para los de ia  oriseca
atapa . con 1os siguligntes resultades, la raza Nueva Zelanca Gio
una  media ae 2.7, la rasza Chinchilla con una media de 2.4 y  1la
raza California cSn una media de 2.6.'Ver Cuaarc na. 3.

Para los ae la segunda etapa se obtuvieron, de la raza Nueva
Zelanda con 2.38 y 1la raza Chinchilla con 2.4,( de la raxza
California no se obtuvo, porgue el sangrado se tomaria con mas
tiempo alejandose del parametro de los 60 dlas)., (Ver Cuadro No.
&),



CUADRO No. 5
MEDIAS POR RAZA DE LA PRIMERA ETAPA

(LOGARITMO NATURAL)

4
!

)

Nugva Zeiance Chingnilia California

Seriag A

(n-51) o



CUADRO No. 6
MEDIAS POR RAZA DE LA SEGUNDA ETAPA

(LOGARITMO NATURAL)

w
o

2.6

1.8

ok

0.8

Q.0

- Mugva Zsianada Chinchiila

B sories A

(n-22} a0



Distribucidn ae Frecuencias.

La distribucidn de frecuencia de la primers etapa, €s nurmal
pero cargada hacia la cerecha, cebico al ascenso 2n la produccibn
de anticuerpos. La distribucidn de la segunaa stapa, @s una curva
normal, pero cargada a la izguierda por el descenso en los
anticuerpos. A &stas distribuciones se les asignd un intervalo de
clases con el wvalor de 1. Los conesos controles presentaron
datos uniformes guedando todos con 1.3%9, (Verr Tablas No. 4 y No.
g, Cuadros No. 7 y No. 8).

TAELA No. 4

AEERXKEBRFKAERRRRRKIRR IR E KRR KRR R KRR ER BRI RN AR F R KRR KRR X
* *

. Tetal S 100,00
KEKKLKETRRRK KRR MK E KRR R R KRR KRN F R R AR R AR KKK R KKK R KRR KX

3 *
* X
¥ Tabla de la Distribucién de Frecuentias da la Frimera Etapa %
¥ ¥
X *
FEKRKKRRKRXRR KRR KR KRR KRR KKK EKKAK KKK KRR KR KKARRARRRRRKK KRR kR kKX
* *
X Forcentaje de &
* Limite ae Clases Frecuencia Forcentaje Frecuencia *
X 3
L3 1 {2 2 Z.92 2 T.92 *
X X
¥ 2<¢ 32 7 72.55 38 7&.47 %
* x
* 3 < 4 il 21.97 G0 228,04 3
X *
* 4 < 5 L1 1.96 S1 100.00 *
% x
x X
X X
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TABLA No. g

FERXXXXRXREXERRORREEARE DR RRRRE KA E KRR KR AA KRR KRR RR KRR AR KK K
x . ; :

* E3

. *
X Tabla de la Distribucidn de Frocowuencias de la Segunda Etapa %
X *
KEERKEKKANRE LXK EEF KRR KR KRR R EENRE R KR KRR RE KRR R KRREX KRR A KKK
I 3 3
* FPorcentaje *
% Limites de Clases Frecuancia Forcentaje de Frecuencia *
X ) *
* *
¥ 1< 2 I 13. 64 I 13,464 x
b3 X
* 2 <3 16 72.73 19 8&.36 *
X . X
x 2 < 4 ped F.O09 21 $5.4% *
x *
* 4 £ G 1 4.95 22 100000 *
x *
* Total 22 100, GO *
KERARKFKRRRFRREXRRER KK RA KRR KEEK KKK KRARR XK RF AR KKK K FRRK KRR RERK KX K



CUADRO No. 7

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS
DE LA PRIMERA ETAPA

&G

40

20

1<2 2<3

B8 sories A

LIMITE DE CLASE DE UNO

I



CUADRO No. 8

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS
De la Segunda Etapa

20

B series A

LIMITE DE CLASE DZ UNO



Fruepa de Hipotesis

Dentrc de los estudios estadisticosiqu
fue  la prueba ‘de hipdtesisipara;las
designandoles un’ nivel.i‘de“cont :
fuerans C ol :

se’ Tlevaron a-‘cabo
da . cada; etapa,
Las’ hipstesis

Hot UsX

Hit UeX

Media contra valor de la hipbtesis del case 1 a S1..

Nivel de-Confianza = 0,0300
Media = 2.6
Desviacidn Estandar= 0.6365
Error en Desviacidn
Estandar= 0.0891
Numero de casos = 51 (Casgs de { a S1)
Grados de libertad = S0

Variable Testigo: Tltulo de anticuerpo

Probabilidad=s 55,0000 E-14

Media contra valor de la hipdtesis del caseo 52 al 73.

Valor de la hipéatesis= 0, 0500
Madia 2.3650
Desviacidn Estandsr = Q,67984
Error en Desviacidn - -

Estandar = 0, 14569
Nimero de casos = 22
Grados de libertad =2

Variable testigb: Titulo de anticuerpos

Probabilidad= 2.550 E-13
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Media contra el valor oe la hipdtesis de los controles.

Valor de la hipbtesis = 09,0500
Media = 1.3B&C
Desviacidn Estandar = 0,00
Error en la desviacidn
Estanagar= 0,0000
Numero de casos 51
Grados de Libertad . = 4

Variable testigo: Tituloe de amticuerpos
Frcochabilidad=s 9999.99%9%

Estos resulitados i1ndican que HI se acepta debido a Que se
obtuvo una probabilidad mencr a 0.05, para el grupo de la primera
y segunda etapa.

En el grupo de 10s controles se obtuvo una probabilidad
1gual a cera (F=4) por lo gue se acepta HO.



Discusibn

La deteccidn de antiguerpos en el suaro de un animal, nas
indica 2specificamente que a estado en contacto con el antigeno vy
que pudo haber sucedido por una infeccidn activa o por medio ae
upa  vacunaci&n 38y ¢ en este caso antes de la inmunizacibn
tuvieran contacto probablemente algunos con infeccion activa o
simplemente son portadores sanos del agente: los resuitados
muestran un nivel de anticuerpos de 1:8 &n la gran mayoria de los
conejos tanto para los de la primera etapa [§ed dias post
inmunizacién) y los de la 2a. etapa (60 dias post inmunizagidn) y
los controles, de los cuales sdlo se pudieran utilizar &
animales, no teniendo la cportunidad de utilizar mas, presentan
un titule de 14, Aunque la respuesta inducida ne es
satisftactoria, @s evidente un ligera estimulo. puciendo cbedecer
asta aparente deficiencia inmunogénica a varios factores tanto
flsicos como biocligicos,., ya sea paidgeEncs como Otros no patdgenas
camo  san:  mala nigiene. estras, mala ventilacidn, nutricidn.
vectores etc. (T3.42), esto impide un tanto una buena raspussta
dal animal, asl como el control de la entfermedad.

Uno de los aspectos que cape seflalar es la predisposicidn
por raza en la formacidn de anticuarpas: fara ia primera etapa
con mis niveies de anticuerpo fué la raza Nueva Zelanga con  una
media de 2,7. 2n segundo lugdr siguid la raza California con una
meagia de 2.6. En tercer lugar, la raza Chinchilla cen una media
de 2.4 (Ver Tabla No.&).

fara la segunda etapa los miveles disminuveron pero de igual
manera, la raza que obtuvd mayor nivel de anticuerpos fud la raza
Nueva 2elanda coen una media de 2.38, seguida de la raza
Chinchilla con  2.24, no  se pudo obtener sangre de la ra:cta
California debido al ti1empo con que se 1ban sangrando ios anima-—
lasy vya que se iban alejarndo ogel parametro ce las 60 dias
{Ver Tabla No.&).

Estas diferencias de los niveles ge anticuerpos entre ra:za
se considera significativa, no se encontrd bibliografla gque pueda
avalar esta diferancia, .pero la gran mayorla de experimentos con
Easteurella multocida se utiliza la raza Nueva Zelanda y entonces
se piensa, que por su gran exposicidn a 2st2 agenta, &ste tenga
mayor capacidad parra la faormecisn de anticuerpos.




TABLA Ne, &
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COtra obzervacién que hay que sefalar independiencemente de
la predisposicidn por raza, es la presentaci1dn del antigeno Y&
sea Integro o fraccionado &l parscer modifica grandemente la
respuesta inducida., De este mooo. se presume que la capsula
determina ia especificidac serolégica y es la que promueve la
prodquccidn ge anticuerpos arstectores (39).

Al parecer el uso de organismoes muertocs no  provee  una
adecuada proteccidn contra la cdpsula, sino unicamente contra a8
pared celular (40;. Asl mismo, Confer aMade gue la falta de
proteccidn observada por el uso de arganismos muertos puede ser
resultaoo de que puaeda ser necsEsaria  una intersccidn bacteria -
hospedacor para .a proouccion de inmunidad protectora. ya séa
contra componentes estructurales menores o cComponentes no
a@structurales del organismo (10).

La estadistice cescriptiva muastra que hay una tendencia de
mayor imcrementso en &1l nivel ge anticuerpos en la primera a2tapa,
con una media de 2.6 y oisminuye en la 2a. etapa con una media de
2.4, 2sto quiere gecir gQue 5@ PreEsaEnNto un ascTnNso y un  descanso



en un determinado #£spacio de Tiempo., Sn 235T€  Caso  Ccon una
diferencia de 30 dlas, lo cual es una calda suy vertiginosa de
les niveles de anticuerpos: esto concuerda con lo esperado, ya
gque es muy probable que se ceba a la resgspueta primaria de la
produccidn de anticuerpos, que rapiganente desclenden. Hay
autores que afirman que 21 nivel de anticuerpos desaparece & los
49 dlas pos vacunacion (35,51), pero hay otros autores, gque
aseguran que el nivel de anticuerpos contra Fasteurela oultocida
tipo D predomina hasta S meses, pero estos mismos combinsraon la
vacuna con e} tipo A y la Eordetella bronchiseptica (135), las
cuales actdan tambign de manera directa en la presentacidn de la
enfermedad, esto nos lleva a pensar que este nivel s mantuve
porque se estlmulo més anticuerpos, debiso a que fueron més los
antigenos que se presentaron al sistema inmunitario del animal,
entonces se penssrla en un diseho experimental para probar si se
puece mantener un nivel anticuerpos con mads tiempo y evitar
descensos vetiginosos anticuerpos. )

#Ahora si el nivel de anticuerocs oesciende de manpra
vertiginonsa, se pueae plantear la siguiente pregunta  7Como
entances podria canvenir inmunizar a estos animales, debide at
descenso de anticuerps esto rMos conduce, que si dura 2 & 3
meses ur nivel de anticuzrpos éptimos en los conejos, entonces es
recomendable vacunarlos, antes de las é&pocas donde s& presenta
del mayor Indice de casos oe pasteurelosis y schre toda a los
reproductores para mantener un rnivel de anticuerpos adecuado.

La inmunizacién es adscuads para los animales 3Jdvenes. que
son los que presentan cuadros agudos., los mds trecuentes a2n estos
animales (1é4). Asl tambidn es conaveniente para los reproductores
porque se& puede evitar bajo rendimiento reproductivos a
consecuencia de lesiones como orquitis y metritis, sobre todo la
aplicaciédn da la &utobacterina para los animales que no  han
tenido contacto con el agente y podria considerarse tTambhién
aplicar la vacumpa para animales ce engorda, por gque las lesiones
que provoca la enfermedades tales comol conjuntivitis,
meningitis) neumonia, traqueitis etc., disminuyendo el
rendimiento de estos (2,28,446,47).



CONCLUSION

La inumunizacidn y reinmunizacidon ge los conejos con  una
autobacterina es una alternativa pars disminulr casos de
pasteurelosis vy proteger a 1los animales en épocas criticas, en
especial a 1los anmimales gue nunca se  han expuesto a esta

enfermedad, principalmente reproductoras y animales Javenes;
aghre todo estos Gltimos, ya que scn los mas afectados por esta
enfermedad vy asi brindar un mejor rendimiento tanto a los

animales progenitores y & los de engorda para proporcignar una
mejor ganancia de pesp.

La hemoaglutinacidn pasiva es una prueba raptida y sensible,
la cual como instrumento ayuda a cuantificar ce una manera rapida
el nivel de anticuerpos, ya sea& poer animal © por grupos,
sirviendo tanto para evaluar que elpusstos astan a la enfermedad
y que tan protegides a2stan inmunitados y no inmunizandos.



RECOMENDACIONES

1.~ Inmumnizar anptes .de-las:etapas de: mayor ~1ncidenc1a'iﬂe
enfermadad (Inviernol, )

-

2.~ Inmunzar tanto animales jovanes como reproductores.

3.~ Buscar alternativas pare un mejor controcl o2l mbdulo
cunicultura, tanto controles fisicos y biolégicos que ayuden
mejorar las productividad de los animales.

de
a



Apandice

Material para la Elaboracidn de la Autobacterina

P
i

Medio de caldo de ‘Infusibn de Cerebro y Corazdn (BHIY 250 ml
estéril,

Cultivo de Fasteurells pultocida tipo D.

Juego para la tincién Gram.

Microscopio &ptico. -
Bafio  Maria.

Nefeldmetro ce Mackfarland.

Formol al 0.4%,

Solucidn ce Cloruro de Aluminio (AICL) al 10%4.
Salucidn de ridrdxico de Seodio (NaOH) al 10%.

Pipetas de 1 ml (is10),

Fipetas de 10 ml.

Asa ce 1noculacidn,

Tiras reactivas ce pH

Frascos ampar esté&riles con tapdn.

Mecheros Runsen.

& En  un mecgio de EbI @stéril, se indcula el cultivo de E.
multocida tipo D, ei cual e colocd en BaMo Marla a 3S7gC con
agitacién continue mpor 12 baras, postariormente se realizs una
tincidn de Gram wara cbs@rvar s1 esta sSe enceéentra contaminado.

Q) El cultivo se inact
27gC por 24 horas, e
Suwepureza.

& con Fecrmol al 0,5% 'y 52 deja incubar a
cando una tincidn de Gram para determinzr

€) Para aeterminar su concantracidn, se deposita en tubo ge ansaye
estéril 3 wl de cultivo inactivade y s@ combara 1s densidad con
los tubos de Macfarland., guedando una concentracidn cge 10 .
d) Fosteriormente se agrege 11.6 ml de AIC) &l 10% &l cultivo
inactivada como agdyuvanie (Fara un litro ge soluci&n se aQrega
446.6 m1 ae ALCYl) con Tira reactive se aide el pH y s® va
agreganoo Nalm al 10% nasta oStener un pH ce V. :
@) Preparada l1a sutobacterinad se conserva en frascos colior anbar
con tapén de segurldag v dejandose en reveigeracién vy despubs
realizar sus pruepas de puresa y inocuidad.
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Deaaflo de la’ Autobacterina ( Pruebé Fureza de Inocuidad)

1,~ I ratones.

2.~ I cajas de petri con Agar sangra.

3.- Asa de i1noculacidn.

4.- Jeringas insullnicas.

S.- Autopacterina.

a) Se inoculan dos tratones y se deja uwno como contrel, la

inoculacidn se hace por via intraperitoneal y subcutanea, los
cuales queoan calo observacidn si hay algdn tipo de reaccidn por
48 horas.

b) Se sempbraron en dos cajas de Agar Sangre la autobacterina para

observar si1 presenta algun crecimiento, las cuales se dejan por
12 horas a I7oC.

Sangrado de los conejos para la obtencidn del suero

1.~ Jeringas sde T ml con agula del ndnero 227,
2.~ Tubos de ensaye.

F.~ Babo Marla.

4.~ Viales estériles.

S.- Centrifuga.

&) El sangrado se realiza por la vena marginal de la oreja cel
conejo tomendo uns muestra de 2Z-3 ml.

n: Esta se depositan en tubos de ensaye inclinagos en un  EBaho
Maria a I7gC por nora v mecia.

c) Fosteriormente =& 'centrituga a Z000 rpm por & minutos para
separar el susro dal colgulo.

d) El suero obternidoc se deposita en viales estériles con tapdn
al vacio y s= congelan para posterior utilizacién de l& prueba de
hemoagiutinacidn pasiva.
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Congelaci&n y descongelacidn del antlgenn, para descapsularlo y

sansibilizario a

Bafo Maria.
3.- Longeladar.

Este
descongelarlo a
10 vescas.

Reactivos para la pruebha de

Centrifuga.
2.~ Baho Marla.

meétodo

los eritrocitos.

Cultive e P, multocida tipo D en BHI.

caonsiste en congelar el
S60C en Batio Marla, esto se

antigeno a 4gC Y
realiza par lo menos

hemoaglutinacisin pasjiva.

Tubos de Centrifuga.

Fipervas de 1 -ml (1/1D).
Fipetas oe 10 ml.

Vasos de precipitado da
Matraces de 250y 1000
Futenciamstro.

30,
ml.

100, 280 ml.

Solucidn Alsever

Dextrosa

Citrato de Sodia
Azido Cltrico
Cioruro de Sadia
Agua Desionizada

a) Disolver los
enlistadoa.
-}]

Distribulr el

{Anticeagulante).

1 1t
zZ0.5 g
8 g
V.5 g
1000 ml

constituyentes en agua desionizada en el orden

vélunen de 100 ml.

¢) Esterilizar por autoclave a 10 lbs por 10 minutos.

d) Almacenar

en retvrigaracion (26&).



Buffer Salino de Fosfato (PBS) 7.2y 4.4
ay- Bolucién Stock..

8,1).; Fostato disdédicomonahidrogeno (D.13'M N'aE Hf'-'D, )
. 4

. Néz HFq : o.§ g
"Agua Destilada  1000.0.ml

Disalver-la sustancia‘en.frascas valumétr:cus con pa:a ‘agua y
aforar hasta 1000 ml de solucion.

a.2) Cloruro de Sodio (0.15 M NaCl).

NaCl 8.6
Agua Destilada 1000,0
Disolver las sustancias en frascos voldmetricos con pota
agua y aforar hasta 1000 ml de solucidn.

a.2) Fostato de Potasioc dihidrogenada (0.15 1 KH2 PO, ).
L3

KH, FD4 20.4 a

Agua Destilada 1000.0 ml

Disglver la sustancia en un frasco volumétrico con posa agud
y aforar hasts 1000 ml da solucidn.

b) Buf+ter de Fosfato Salino (FEZ) pH 7.2

KH2 F‘[J4 0. 15 24.0 ml
Na2 HF‘04 0,15 76.0 ml .
NaC1l (=P 8- 100.0 ml

Mezclar completamente.
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=) Buffer de Fosfato S;lxﬁo' (FBS) pH &8

Nap' HRO; 0.185 152,35 w1
KHy PO BRI - R 87,7 mi
NaCl 0,137 1000 ml

Mezclar Completamente

Diluci®én de Acido. Tanico
al) Solucién Stock 1:1000
Ac, Tanico 10 mg
Buffer- salino de fosfatos 10 ml
b)) Solucidn Ac. TAnico 1:120,000
La solucién stock 1:1000 se diluye 1:2 para obtenar 1la

dilucidn  1:20,000 usada en la pruena, =2jemplo: 2.9 ml de &acido
tantco 1:1000 mas 38 ml de FES pH 7.2,

Tanado de los Glébulos Rojos

1.~ Los glbouios rojos, suspendidos en solucidn Alsever, se lavan
tres veces can buf¥ar salino pH 7.2, centrifugados & 2000 rpnm
dutrante 5 minutos cada ve:x.

2.~ Se mide el paquete v se ajusta a una uspensibn de 2.3%
agreganda 3.% ml da buffer FEBS pH 7.2 por cada 0.1 ml de paguete
de eritrocitos.

3.- Se agrega un volumen igual de &cidec tadnico 1320,000,

4.- La mezcla se incuba a Bahto Marla a 37cC durante 15 minutos.
5.- Centrifugandose a 1,500 rpm durante 5 minutos, s@ decanta el
sabrenadante, resuspendiende en FBE pH 7.2 y wvolviendo a
centrifugar gurante S minutos

&.— S8 decanta y mide el paquete ae globulos rojos. Ajustando el

volumen a U4na suspnesidn de 2.3% con buffer PES pH &4.4. Se guarda
en refrigeracidn.
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Sensibilizacidn de los Glbbulos rojos con el Antlgens Descapsulade

1.~ Los gléoules rojos tanados se sensio:lizan agregando  wn
volumen igual de ia dilucidn &ptima de antigeno cascabsulsaa  en
FBES pH 4.4, agregando Z ml de la diluc:dn de antigeno a 2 ml de
la suspension oe células oe 2.5%.

2.- Se 1ncuba la mezcla a Baho Maria a 37pf durante 15 ainutos.

3.- Se ratira las células del Faho Marla y se centrxfuga durante
S miputos & Z0O0 rpa.

4.~ Se gecanta el sobrenadant= y se lava las cé&lulas otras das
veces por centrifugacion a 2000 rpm por 5 minutos con  suerc
normal de conejos ciluido al 1% en PES pH 7.2; wvalviendo a lavar
y centrifugar por 10 minutos para obtener un paquete de glébulocs
rojos.

8.~ Ajustanao €l paguete de c&lulas a una suspensidbn de 1.3%4 en
suera rormal de coneijo diluido en FBS pH 7.2¢ cada 2.1 de paquete
de células se multiplica por un factor que es &b y s& agrega o&.6é
ml de suero normal de conejo al 1% aoteniendose una suspensidn al
1.5% que son 1os aue se btilizan para 1& prusba de hemoaglutina-~
cidn pasiva (Z1.C=

Prueba de Hemoaglutinacidn pasiva

1.~ hicropipeta de 100 micrelitros. .
2.—- Cajas de microtitulacidn con fonde an U.
3.~ Puntillas Universales.

4.~ Susros Froclema.

a) A togas los pozes con fondo en U de las wplacas de
microtituiacitng se depOsita con la micropipeta 100 microlitros
ce suero normal de conelo al 1% diluido en buffer PES 7.2,

b} Se toma la micropipeta con 100 microlitros con el suaro
problema y cclocarlo en la primera goza, mezclando completamente
y transfiriendo 100 micrelitres & la siguiente poza  repitiendo
este proceso, lo cual automaticamente no proporciona las
siguientes diluciones 1:2,1:14,1:8,1:16,1:3Z,1:164,1:128 v 1:286.
Los altimos 100 micralitros se desechan.




€} A caca diluciéin de auero. se agrega 1o0 mcrolitron ae
suspansibn  age glébulos rojoz al 1,3%. Se deja < reposar - por 12
horas en refrigerasibn. para gosteriarments realizar la;lectura. .
(21.28), .

Control de Diluyentes.

Se deposita 100 microlitros de suero narmal de conejo-al 1%,
al cual se agrega Antligeno, Suere, Globulos Rojos 'y :Salucién
buffer FBS 7.2 (Estas deben ser negativas); as! como:un. :icontrol

postivo y negativo (21).
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