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RESUMEN

PULIDO FLORES MA. MARLENE. EFECTO POTENCIAL DE
DIFERENTESADYUVANTESENLARESPUESTAINMUNEINDUCIDA
PORLAINOCULACIONCONCITOTOXINADE Pasteurella
haemolyticaA-1 EN CONEJOS. (Bajoladirecciénde:LauraJaramilio
MezayFranciscoJosé Trigo Tavera).

Uno de les principales mecanismos de virulencia de
es la destruccidn de células inmunocompetentes debido a una
exotoxina o leucotoxina. Existen evidencias tanto naturales como experimentales
que indican una correlacion directa entre titulos de anticuerpos neutralizantes de la
actividad téxica de esta bacteria con la resitencia al dafio pulmonar en rumiantes;
ademds, se ha considerado que siendo esta jeucotoxina un factor la virulencia
presente en todos los serotipos de P. hasmolylica; la inmunizacidén con ésta
puede conferir proteccidn contra la pasteurellosis neuménica independientemente
de serciipo que se trate, por lo cual el objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad inmunogénica de esta exotoxina sola o con adyuvantes que
potencialicen la respuesta inmune en conejos. Se utilizaron 24 conejos Nueva
Zelanda de los cuales se hicieron 6 grupos de 4 animales cada uno, asignados al
azar y designados como AB,C.D.E y F. Los animales fueron inoculados de
acuerdo al siguiente disefio. Grupos: A) 2 ml. de leucotoxina, B} 2 ml. de
leucotoxina + adyuvante completo de Freund, C) 2 ml. de leucotoxina +
adyuvante incompleto de Freund, D) 2 ml. de leucotoxina %, AI(OH)g ,E)2ml. de
suspensidn de bacteria viva a una concentracién de 1x10'2 UFC/M., F) 2 ml. de
medio RPMI. Los animales se sangraron semanalmente durante 2 meses y medio.
La evaluacién de la respuesta inmune sistematica inducida con los diterentes
inmundgenos se determind wtifizando las prusbas de ensayo visual simple (EVS) y
hemaglutinacidn indirecta. Los resultados se sometieron a un andlisis estadistico
de ANDEVA y la prueba de significancia de Tukey. Se encontrd que la leucotoxina
por si s6la es capaz de inducir una respuesta inmune significativa, sin embargo el
uso de adyuvantes oleosos potencializé y mantuvo los niveles de anticuerpos
neutralizantes de la leucotoxina por un periodo més prolongado, aunque es
necesario realizar estudios sobre la preteccion que puedan conferir este tipo de

inmunégenos a la neumonia causada por esta bacteria en rumiantes.



INTRODUCCION

La pasteurelosis neumonica constituye una causa importante en las pérdidas
econdmicas debidas a neumonfas en explotaciones bovinas, ovinas y caprinas.
(5,6,9). Esta enfermedad es el resultado de varios factores ambientales, como
son los cambios bruscos de temperatura, transportacién, hacinamiento, etc.; los
que provecan un estado de estrés en los animales y como consecuencia  un
aumento en ia concentracion de corticoesteroides en el plasma, disminuyendo, la
actividad leucocitaria de! hospedador. Las Infecciones previas por virus como el
de la Parainfluenza 3, el virus respiratorio sincitial bovino, el virus de a
Rinotraquettis infecciosa Bovina ( Herpes virus 1), disminuyen los mecanismos de
defensa del aparato respiratorio (Aparato mucocillar y Macréfagos alveolares),
favoreciendo con esto la proliferacidon de Pasteurellp myltocids ¥
haemolytica, que forman parte de la flora normal de la nasofaringe.
(2,7,8,12,13,16,17,26,27).

En diversos estudios se ha demostrado que Pagteurella haemolytica, es e}
agente etiolégico aislado méas frecuentemente de neumonias en rumiantes,
ademés de considerarse mas patdgena que Pagteurella multocida.
(8,9,16,21,23).

Existen dos biotipos de Pasteurella haemolytica, Ay T. El biotipo A, esta
asoclado con neumontfas en bovinos y ovinos y septicemia en corderos factantes.
El biotipo T se asocia a septicemia en corderos de engorda. La diferenciacion de
los biotipos se hace con base en la fermentacion de ciertos azdcares. El biotipo A
fermenta la Arabinosa y la Xilosa, mientras que el biotipo T fermenta la Trehalosa y
la Salicilina, (4).

Pasteurella haemolytica, es una bacteria Gram negativa, capsulada, corta,
inmévil, no esporulada, bipolar y pleomérfica. (4) Este agente presenta varios
factores de patogenicidad entre los que se incluyen una exotoxina, también
lamada leucotoxina producida durante la fase logaritmica de crecimiento (53 6
horas de cultivo), y enzimas proteoliticas. Una gruesa cépsula protege a la
bacteria contra la fagocitosis y efectos opsonizantes; ademds, su glicocdlix le
permite adherirse y ejercer directaments su efecto citopatico sobre las células
blanco. Por otro lado, una superficie compuesta de lipopolisacérido con actividad
endotdxica, que induce efectos vasculares locales o sistémicos, es uno de los



mayores determinates antigénicos que el sistema inmune del animal reconoce en
Pasteureiia haemolytica ademas de proteinas de membrana y fimbrias (8,14).

Las lesiones producidas por esta bacteria consisten en una severa ngumonia
fibrinosa caracterizada por la acumulacién de  macrdfagos alveolares y algunos
neutréfios en fos espacios alveolares. Existen estudios que indican que los
macréfagos alveolares tienen un papel importante en la migracidn de neutréfiios,
ya que producen un factor quimiotdctico para neutrGfios en presencia de
bacterias, particulas no infectivas y complejos inmunes. El lipopolisacarido de
Pasteurella haemolytica genera y lbera un factor quimiotdctico para los
neutréfilos de los bovinos cuando reacciona con el suero normal de bovino o
secreciones broncoalveolares. Este factor quimiotactico ayuda a explicar la
acumutacion de neutréfilos entre los alvecios pulmonares en la pasteurelosis
neuménica.

La cépsula de la bacteria es antifagocitica, pero la presencia de opsoninas en el suero
de animales aduttas facilita la fagocitosis por el macr6fago alveolar aunado al efecto
de las opsoninas termolébiles (complemento). (2,12).

Estudios experimentales han demostrado que en presencia de opsoninas, en
24 haras Pasteurelis haemolytica es fagocitada y degradada completamente por
los macrofagos atveclares cuanda la relacién  bacteria/macrfago alveolar es baja
d:1, pero cuando ia relacion bacteria/macrélago alveolar es mayor se ocasiona fa
muerte del leucocito debida a la actividad leucotéxica de la bacteria. Asl al ser
destruldas estas céiulas fagociticas que son mecanismos importantes de defansa
del pulmén, se liberan enzimas proteoliticas y mediadores quimicos de fa
inflamacién que danan el tefido putmaonar. (3,6).

La citotoxina de Pasteurella haemolytica, se produce durante la fase
logaritmica de crecimiento de fa bacteria. Es toxica para los leucocitos de
rumiantes, pero no para ofras células por lo gque también se i@ denomina
leucotoxina. Tiene un peso de alrededor da 150,000 Dalions, es termolabi,
estable en un amplio rango de pH y estable en presencia de Oz, s decir no se
oxida facimente; no es dializable, es soluble en agua y no tiene actividad
hemolitica sobre eritrocitos de ovinos y bovinos. (2,7,10,15,16,18).

La leucoloxina es antigénica y se ha sugerido su uso como inmunégeno,

para la prevencién de la pasteurelosis neuménica. Existen evidencias tanto

- sxperimentales como naturales que indican una correlacidn directa entra los tiulos

de anticuerpos neutralizantes de !a leucatoxina con la resistencia a 1a
pasteurelosis neuménica. (16,21,24).



Estudios experimentales wlilizando a la bacteria viva como inmundgeno,
mostraron que ios animales inmunizados desarrollaron anticuerpos a varios
antigenos incluyendo los de la pared celular, cApsuia y leucotoxina.

Ef efecto benéfico de las vacunas se explica por ef hecho de que ios
micro-arganismos vivas, se replican permitiendo asi fa produccidn y liberacién de
la citotoxina y su reconocimiento como antigeno. Comparativamente con las
bacterias lormalinizadas (bacterinas), los antigenos dirigidos contra fa cépsula y la
citotoxina no se desamollan en cantidades adecuadas debido a que !a bacteria
muserta no produce ni secreta citotoxina y la cantidad o tamafio de fa cépsula es
muy pequena. (6,14)

Estudios previos han mostrado un efecto adversc en la vacunacién contra la
pasteurslosis neuménica usando bacterinas, debido a que éstas inducen una
estimulacion de la respuesta Inmune de los antigenos de suparficie (anticuerpos
opsonizantes), faciitando fa ingestidn de 1a bacteria opsonizada por el macréfago
alveolar, el cual muera por o efecto citotdxico que no fue neutralizado al no
praducirse anticuerpos neutralizantes contra fa feucotoxina con este tipo de
inmunbgeno, (24).

Las bacterinas con diferentes adyuvantes como el  Adyuvante completo de
Freund (ACF), Adyuvante incompieto de Freund (AIF) y el Hidréxide de Aluminio
Al(OH)3, han mostrado diferente capacidad protectora ante desafics
experimentalas. E! A(OM)3 fue inefective en reducir las lesiones en puimdn,
mientras que f AGF y el AIC, si fueron efectivos en la proteccién contra los signos
y lesiones de la pasteurelosis neumdnica, debido a que estimulan altos titulos de
anticuerpos contra los antigenos capsulares y sométicos de Pagteyrella

hasmolytica. {14)

Se ha considesado, que siendo la citotoxina un factor de virulencia presente
en todos los serotipos de Pastaurella haemalytica, 1a inmunizacién con ésta pueds
conferir proteccién contra la actividad tdxica da la leucotoxina. Adsmés de que se
ha descrito existe neutralizacion cruzada entre 1os antisueros tipo especifico. (21)
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OBJETIVOS

Probar 1a citotoxina con diterentes adyuvantes gue potencialicen la respuesta
inmune en conejos.

Evaluar ia respuesta inmune inducida por Ia citotoxina como inmundgeno
para la prevencidn de la pasteurelosis neumdnica.

HIPOTESIS

Siendo la citotoxina de Bastewrella hasmoiylica uno de fos principales
factcres de virulencia y por ende uno de los principales mecanismos de
patogenicidad, es posible que la estimulacion de anticuerpos neutralizantes por fa
inoculacidn de esta exotoxina ya sea sola 0 con adyuvante permita el desarratio de
una inmunidad efectiva contra la pasteurelosis neumbnica.



MATERIAL Y METODOS

" Se utilizaron 24 conejos Nueva Zelanda de 2 Kg. de los cuales se integraron
6 grupos de 4 animales cada uno, asignados al azar y designados como
ABCDEYF.

Antes de ser inmunizados se les efectud un examen bacterioldgico a partir de
exudado nasal, con la finalidad de determinar si el aparato respiratorio alto de
estos animales se encontraba o no colonizado por Pasteuretia sp.

Los animales fueron inoculados por via subcutdnea con los diferentes
inmundbgenos a probar; de acuerdo con el siguiente disefio:

A.- Citotoxina de Pasteurelia haemolytica A1

B.- Citotoxina de Pasteurella haemolytica A1 mas Adyuvante  Completo
de Freund.

C.- Citotoxina de Pasteurella haemolytica A1 mas Adyuvante Incompleto de
Freund.

D.- Citotoxina de Pasteurella haemalytica A1 mas Hidréxido de Alumnio.

E.- Bag_taria viva en solucidn Bufler de Fosfatos a una concentracion de 1 x
10 UFC.

F- Medio RPMI + suero. (Testigo)

La citotoxina se prepard como se muestra en el apéndice.

Los animales fueron sangrados semanalmente durante dos y medios meses.



La evaluacién de la respuesta inmune sistémica inducida por los diferentes
inmunégenos se determind a partir de las muestras de suero colectadas antes de!
inicio del experimento y cada semana posterior a la inoculacion.

La respuesta inmune inducida contra los antigenos de superficie se evalud
por la prueba de hemoagiutinacién indirecta. (4)

La actividad neutralizante dirigida contra la citotoxina, se determind por la
prueba del ensayo visual simple. (9)

Los titulos sercldgicos obtenidos con la prueba de hemoagiutinacion
indirecta, v los de la prueba de ensayo visual simple se expresaron
logaritmicamente en base 2; para facilitar la interpretacién de los datos y
someterlos a un andlisis estadistico utilizando la prueba de analisis de varianza
con un disefio en arreglo factoriaf anidado con rompimiento en tiempo.(19)

Yijkt=ps + T + A{i}} + Dk + TDik + e {i)jkl
donde:

ijki = eslal-ésimaobservacionasocladaalK-ésimotiempode
muestreo, al ésimo animal dentro de tratamiento y al 1-ésimo
tratamiento. '

M = Media de {a poblacion.
Tt = Efecto del i-ésimo tratamiento (1=1-6).

A(i)} = Efectodelj-ésimoanimatanidadoeneli-ésimotratamiento
(j=1-4).

Dk = Efecto del k-ésimo tiempo de medicién o muestreo (k=1-9),

TDik = Efectodelainteracciondeli-ésimotratamientoconelk-ésimo
tiempodemedicion.



e(l)jkl = erroraleatorloasumiendo NlD(Off

Se realizd la comparacion muttiple de las medias, fue realizada con la prueba
de significancia de Tukey.



RESULTADOS

Los resutados obtenidos con la prueba de ensayo visual simple para los
diferentes tratamientos administrados se muestran en el Cuadro 1, donde se
expresan como promedios minimos cuadraticos, transformados a log. 2

Se observa que los grupos que recibieron la Jeucotoxina con adyuvantes
oleosos, asi como el grupo inoculado con la bacteria en fase logaritmica
presentaron los niveles de anticuerpos mas altos, en comparacion con los otros
tratamientos (p 0.01). Sin embargo, entre éstos grupos, los animales que
recibieron la citotoxina + ACF presentaron la maxima respuesta observada.

Por el contrario, en el grupo de animales inoculados con citotoxina +
AI{OH)3 se observd la respuesta mas baja, menor adn que Ja del grupo inoculado
con a citotoxina sola.

En Ja Figura 1 se observa que para el grupo A (citotoxina) el titulo mas alto
de anticuerpos neutralizantes se presentd a los 8 dias postinoculacién y éstos
fuercn descendiendo en forma gradual hasta casi desaparecer a los 71 dias; para
los grupos B y C, la actividad neutralizante a los 8 dias postinoculacién fus
significativa (p. 0.01). Sin embargo, esta llegd a un nivel maximo a los 27 dias en
el caso del grupo B (citotoxina + ACF) y para el grupo C {citotoxina + AIF) a los
21 dias, para ambos grupos los niveles de anticuerpos eran todavia significativos a
los 71 dias.

En el grupo D {citotoxina + AI(OH)3) se observd la respuesta més baja
durante todo el tiempo que durd el experimento y la maxima actividad neutralizante
que se presentd en este grupo fue a los 15y 21 dias pastinoculacion, a partir de
ese momento los niveles de anticuerpos descendieron en forma gradual hasta ser
detectados en niveles muy bajos.

En el taso, del grupo inoculado con la bacteria viva en fase logaritmica
(grupo E) se observd una maxima respuesta a los 8 y 21 dias, Ia cual descendid
figeramente a los 27 dias, para posteriormente manienerse en niveles
comparables y significativos a la de los grupos B y C al término del experimento.



CUADRO 1
PROMEDIOS MININO CUADRATICOS DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA
CITOTOXINA EN CONEJOS UTILIZANDO LA TECNICA DE ENSAYO VISUAL
SINMPLE. )

DIA GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPD D GRUPO E GRUFO F TOTAL

eito cito cito cito Bacteria TESTIGO
+ ACF + AIF Al (DH) 5

o] 0 o] o o o] o] 0

8 5.75 5.33 5.25 2.50 6.00 o 5.04a
15 5.50 6.66 5.285 2.75 5.50 o 5.15a
21 4.50 6.99 5.75 2.7% 6.00 Q 5.20a
27 4.00 6.66 6.00 2.00 5.00 [+] 4, 73ac
36 3.50 6,33 5.50 1.75 5.00 o 4.481bc
56 2.00 6.66 5.50 1.25 5.00 o 4.04bd
65 1.75 5.99 5.00 0.50 4.75 o] 3. 75de
Tt 0.50 5.33 4.75 1,00 4.2% 0 3.15e
TOTAL 3.4a4ac 6, 25a 5.308a 1.8tb 5.19a [+] 4,32

a,b,c,d,e. Distintas literales lndican diferencias significativas
p<.01



TITULOS DB ANTICUERPOS ANTICITOTOXINA EN
CONEJOS CON LA PRUKSA DE EVO.
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En o Cuadro 2 se muestran l0s resultados obtenidos con la prueba de
hemoaghutinacidn indirecta, ios cuales lambién se expresan como promedios
minimo cuadraticos transformados a log. 2. Se observa que hay diferencias entre
grupos (p. 0.01) y en cuanto a dias de muestred (p.  0.01).

Los niveles de anticuerpos anticdpsula mas altos y siagnificativos observadas
durante of experimento se encontraron en el grupo B (citotoxina + ACF), el grupo
E (bacteria) presentd también una respuesta significativa pero menor & la dei
grupo C.

£l grupo C {ctotoxina + AIF) presentd una respuesta intermedia entre el
grupo E y el grupo testigo. Para los grupos A y [ la respuesta observada no fue
significativa y estadisticamente es comparable a a del grupo testige F.

La Figura 2 muestra e comportamiento observado para los diferentes
tratamientos en los diferentes dias de muestreo, se observa que la major
respuesta se presentd en e grupo B (citotoxina + ACF) durante todos los
muestreos siendo ésta respuesta maxima a los 15 dias postinoculacion tiempo &
partir del cual se observd un descenso gradual que se estabiiizd entre 10s dias 36
y 56 para posteriormente descender en forma brusca.

El grupo inoculado con la bacteria presentd también una respuests maxima a
los 15 dias postinoculacidn la cual descendié para tenter a estabilizarse a niveles
bajos pero detectables durante los posteriores dias del muestreo. En el grupa C
(citotoxina + AIF) se observan dos méximos en los niveles de anticuerpos
anticdpsula que 6 presentan a los 8y 21 dias a partir de ese momento los niveles
descienden a valores muy bajos.

Para los grupos A y D se observan niveles de anticuerpos detectables pero
no significativos durante los 27 dias postinoculacion, posteriormente los niveles de
anticusrpos desaparecen.

£l Cuadro 3 muestra el andlisis de varianza observado pars ios diferentes
tratamientos utilizando fas prusbas de Ensayo visual simple y hemagiutinacién
indirecta de forma general, indicando que existen diferencias entre tratamientos (p.
0.01) y 8n dias de muestreo para las das pruebas; se observa ademas, que en el



CUADRD 2

PROMEDLOS MINIMO CUADRATICOS DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA
CITOTAXINA EN CONESOS UTILIZANDO LA TECNICA DE HEMAGLUTINACION
INDIRECTA.

Dia GRUPC A GRUPD B GRUPD C GRUPO D GRUPD E GRUPO F TOTAL

cito clito cito cito Bacteria TESTIGO
............. AL L2 S L LI 15 1.2
[ Q o [+ ] [} Q 1]
8 1.25 3.3% 1.50 0.50 2.28 [+] 1.76ab
15 1.50 A.02 1.00 1.2 2.50 o] 2.02a
2t 1.00 3.35 1.7% 0.50 1.75 Q L1.65%ac
27 ©.50 2.68 1.00 0.50 1.00 o 1.42bcd
as6 o 2.3% 0.50 (4] 1.25 134 0.81d
56 [+ 2.35 0.50 o 1.25 [+4 0.80d
85 (] 1.35 0.50 0 1.00 [¢] 0.60d
Kp! [+ o0.68 0.50 L] 1.00 o 0.48d
TOTAL 0.53cd 2.50a 0.9%bc  O.34cd 1.50b od 1.09

ma,b,c,d. Distintas literales son diferntes p <.0}
¥



TITULOS DE ANTICUERPOB ANTICAPBULA EN
CONEJOS CON LA PRUEBA DE HI.
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‘caso de ensayo visual simple huba electo de interaccidn entre el i-6simo
tratamiento con el k-4sima tiempo de medicion.



CUADRO 3

ANAL1ISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADQOS OBTENIDOS UTILIZANDDO LAS
TECNICAS DE ENSAYU VISUAL SIMPLE (EVS) Y HEMAGLUTINACION
INDIRECTA (HAl),

ORIGEN DE CUADRADDS MEDIOS
VARIACION L. 1. EVS HA1
TRATAMIENTO LS 93.81+%s 22.99aw
AN1IMAL DENTRO

DE TRAT 1a S.47 3.83
DiA 7 11.34ave 6.36%s
TRAT®DIA 28 2.272 0.52
ERROR 12 0. 44 0.61

R CUADRADA



DISCUSION

Los resultados del presente trabajo indican que la inoculacidn de citotoxina
de Pasteurella haemolytica A-1 en conejos estimula la produccion de
anticuerpos  neutralizantes y que el uso de adyuvantes oleosos amplifica
considerablemente esta respuesta ya que ademas de incrementar la actividad
neutralizante la mantiene por un periodo prolongado en niveles significativos, fo
cual no se observd en el grupo inoculado con citotoxina mas hidroxido de aluminio
como adyuvante, donde la respuesta fue ain mucho menor que la observada al
emptlear la citotoxina sola como inmundgeno.

La citotoxina empleada en este experimento es un sobrenadante de cultivo
de P. haemolytica A-1 libre de células o citotoxina cruda que ademéas de
presentar actividad citotéxica contiene antigénos solubles de 1a superficie
bacteriana, razén por la cual 1a prueba de hemaglutinacion indirecta detectd
niveles de anticuerpos anticdpsula o anticuerpos dirigidos contra el material
soluble, al utillizarse la citotoxina como inmunogéno ya sea sola o con 10s
diferentes adyuvantes.

Resultados similares fueron observados por Shewan y Wilkie (24) al utilizar
sobrenadantes de cultivo con actividad leucotéxica de los serotipos A-1y A-11
de P. haemolytica junto con adyuvante completo de Freund como inmunégeno
en becerros. Estos investigadores observaron que este tipo de inmunégenos
sstimulan una respuesta antitdxica y aglutinante seroespecifica, ademas proponen
que el desarrollo de una inmunidad efectiva cantra la pasteurelosis neuménica
requiere de la presencia de arnbos tipos de anticuerpos.

El utilizar 1a bacteria viva en fase log. como inmunogéno en este experimento
fue con la idea de tener un punto de comparacidn de las respuestas inducidas con
los diferentes inmunogénos ya que la bacteria al estar en fase activa produce y
libera citotoxina permitiendo su reconocimiento como antigéno; ademds, el
tamafio de la capsula es mayor en esta fase (3,17).

E1 grupo incculado con fa bacteria viva presenté actividad neutralizante de la
citotoxina comparable estadisticamente & la de los grupos inoculados con la
citotoxina més adyuvantes oleosos; pero, la estimulacién de anticuetpos
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anticapsula fus mayor en el grupo inoculado con la citotoxina mas adyuvante
completo de Freund, seguido del grupo inoculado con la bacteria.

Los niveles de anticuerpos anticapsula observados en el grupo inoculado
con citotoxina mas adyuvante incompleto de Freund fue todavia mas baja que la
raspuesta observada con fa bacteria viva, lo cual muestra la poca
inmunogenicidad que presenta este material capsular y & la vez sugiere la
amplificacién de una respuesta inmune debida a la accién del adyuvante completo
de Freund.

Adlam (1) ha mostrado que el polisacarido capsular de P. haemolytica es
inmunogénica para rumiantes, pero no para conejos; causa probable de los bajos
niveles de anticuerpos anticapsula observados en la mayoria de los grupos.

Un trabajo realizado por Sutherland et. al. (25) pone de manifiesto fa
importancia de este material capsular que en combinacién con la citotoxina ofrecié
un 98% de proteccién al desafio en corderos inmunizados; la citotoxina sola
protegi6 un B6% y el material capsular obtenido con salicilato did solaments una
proteccion del 47%. En ese trabajo se establecié una correlacidn directa entre
proteccion y titulos neutralizantes contra citotoxina y la actividad bactericida,
estimulados armbos por los antigénos contenidos en 1a preparacion de citotoxina,
lo cual pone de relevancia la sugerencia hecha por Shewen y Wilkie (24) .

De acuerdo con los resultados obtenidos, que Indican que el uso de
adyuvantes oleosos incrementan de manera favorable la actividad neutralizante de
la citotoxina y dado que esta es un factor relevante de la virulencia de P.
haemolytica, deben realizarse estudios sobre la proteccién que pueden conferir
este tipo de inmunogénos a la neumonia causada por esta bacteria en rumiantes.
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APENDICE

PRODUCCIONDECITOTOXINADE Pasteurellahaemolytica

Se cultivé Pasteurella haemolytica durante 6 horas en Agar sangre,
suplementado con extracto de levadura y 5% de suero equino. Se cosecharon las
bacterias para producir un indculo al 10%, el paquete de bacterias se resuspendio
en medio RPMI, suplementado con suero fetal de ternera al 7%. Se incuba a 37°
C por S horas en bafio maria con agitacién constante. Se centrifugd a 6000 rpm
durante 30 minutos. El sobrenadante se esteriliza por filtracidn con membrana de
0.22 Mu (18}, se distribuyd en viales y se liofilizé manteniéndose a -0 C. La
citotoxina se tituld mediante la prueba de! Ensayo visua! simple. (9)

ENSAYO VISUAL SIMPLE

La prueba se desarrolld en placas para microtitulacion de 96 pozos con
fondo plano. Se inactivaron los sueros a ser probados sometiéndolos a bafio
Maria (56 ¢ por 30 minutos). Se realizaron diluciones dobles de los sueros
directamente en las placas, para lo cual se vertieron 50 ul de PBS en cada pozo.
Se agregaron 50 ul de suero a probar en cada unc de los pozos de la fila A de la
placa. Se hicieron las diluciones con un microdilutor. Posteriormente se
agregaron a cada pozo 100 | de la citotoxina previamente reconstituida con agua
destilada a una concentracion de 1.5 x. Las placas se incubaron durante 1 hora a
379 C, y se centrifugaron 10 minutos a 2000 rpm. Se decantd el sobrenadante por
inversidén rdpida de ia placa. Se colocaron 100 | de formalina al 10% en cada
po20, y se dejaron las placas a temperatura ambienta durante 30 minutos. En
seguida se agregé cristal violeta en solucién acuosa al 1% y se dejé durante 5
minutos. Por Ultimo se lavaron las placas y se dejaron secar a temperatura
ambiente, para despusés realizar la fectura.

Un fondo azul de las placas indicd la integridad de los feucocitos, los cuales
absorbieron el colorante y por lo tanto, la presencia de anticuerpos que fueron
capaces de neutralizar la citotoxina de Pasteurella haemolytica. Un fondo claro
indicd la ausencia de anticuerpos, por lo que la citotoxina quedd libre, ejerciendo
su efecto sobre los leucocitos. El titulo de anticuerpos en el suero se representa
por la Ultima dilucién donde se presenta un fondo azul. (8)
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PREPARACIONDELEUCOCITOS

Se obtuvo sangre heparinizada de bovino, se hizo una lisis hipdtonica con
aqua destilada. Entre cada lisis los leucocitos se centrifugaron a 2000 rpm. Ef
paguete final seresuspendic en medio RPMI, ajustando la concentracion final a 10
célutas por ml, R

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA DE HEMOAGLUTINACION
INDIRECTA

Para la sensibilizacion. de gldbuios rojos con antigeno capsular de P.
haemalytica se inocularon frascos conteniendo 50 mi de caldo infusion cerebro
corazén, incubdndose a 37°C durante 18 hrs. en bafo maria con agitacidn
constante. Posteriormente, los cultivos se inactivaron calentandolos a 56 C per 30
minutos en bafio Maria. Despues de gue los cultivas se enfriaron (+ ¢ - 35 C) se
les agregd 0.5 mi del paguets de gidbulos rojos de bovino y se incubaron
nuevamente a 37C por 1 hora en bafo Maria, despues se centrifugaron a 3000
rpm durante 10 minutos, se decantd el sobrenadante y se repitid f2 aperacion.
Los gldbulas rojos sensibilizados se suspendieron en un volumen final de 100 mi
en PBS (pH 7.2) gquedando suspensiones de 0.5% de eritrocitos sensibilizados.

Los suergs a probar se inactivaron a 56 G por 30 minutos y diluidos 1:2 con
PBS. 0.015M pH 7.2. La prugba se efectud en placas para microtitufacién de 96
pozos con fondo en *U” en cada uno de los pozos se colocd una gota de 0.025 m!
de diluyents (PBS).

En cada pozo de la hilera horizontal {A) de la placa, se colocaron 0.025 ml
de cada uno de los sueros; posteriormente se hicieron diluciones dobles con
ayuda de un microdilutor hasta la ditucién 1:512, A todos los pozos se les agrega
una gota de la suspension de eritrocitos sensibilizados. Después de 24 horas a 4°
C, se observd &l fondo de los pozos para ver hasta qué dilucion habia
hemoaglutinacién y asi determinar los titulos de! suera.
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