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EVALUACION EXPERIMENTAL Y EN CAMPO DE UN INNUNOGENO DE Pasteurella
haemolytica EN CORDEROS.

REBUMEN

Se evalu6é en condiciones experimentales y de campo la inmunizacién
de corderos, contra la pasteurelosis neumbnica, con bacterlias vivas
y citotoxina de Pasteurella haempolytica. Para la evaluacién
experinental se utilizaron 40 corderos que fueron distribuidos al
azar en 4 grupos. El grupo 1 fue el lote control al cual se le
inoculé, por via subcutdnea, sSlo medio de cultivo; el grupo 2 fue
inmunizade con un cultivo vivo de B, haemolytica serotipo Al por
via subcuténea; el grupo 3 recibi6 el mismo inmunégeno per via
intradérmica y al grupo 4 le fue inoculada la <citotoxina
de P. haemolytica por via subcutinea mis adyuvante completo de
Freund. Tres semanas después de la inmunizacién, los animales
fueron expuestos por nebulizacién con el virus de PIJ y siete dias
después, desafiados con una cepa de campo de P, haemolytica
Al y sacrificados al dia 35 post-inmunizacién para la evaluacién
del dafio pulmonar. A los animales se les tomé diariamente 1la
_ temperatura corporal por via rectal durante el periodo
experimental. Se tomaron muestras de suero para la determinacién de
anticuerpos anticdpsula y anticitotoxina de P. haemolytica por
hemoaglutinacién indirecta y ensayo visual simple respectivamente.
Por otro lado, se tomaron impresiones en papel de las lesiones
pulmonares para su evaluacién por peso Yy se recolectarcon macréfagos
alveolares para ensaycs de fagocitosis y efecto bactericida,

Por otrc lado, la evaluaciédn en campo se realizé en cinco

explotaciones de la zona del Ajusco, Méxicoc D.F. Se inmunizaron 96



corderos con un cultive vivo de P. haemolvtica por via subcutinea
Y guedaron 81 corderos sin inmunizar como grupo control, al igual
que en la evaluaclién experimental se determinaron anticuerpos
anticdpsula y anticitotoxina; ademis se realizé un estudio clinico
patolégico en los corderos hasta el destete.

En 1la evaluacién experimental, los animales del grupo testigo
mostraren filebre después del desafio bacteriano durante 4 dias. Los
titulos de anticuerpos anticipsula y anticitotoxina fueron mnSs
altos para los grupos inmunizados comparados con el grupo testigo
{p < D.05). Por otro lado, las lesiones en pulmén, fueron nis
geveras para el grupo control (p < 0.05). La fagocitosis por
macréfagos alveolares fue mis eficlente para los grupos inoculados

por via intradérmica y con citotoxina m&s adyuvante.

En la evaluacién de campo, los titules de anticuerpos anticipsula
y anticitotoxina mostraron seroconversidn a la inmunizacién
(p < 0.05}. En el grupo control enfermaron de neumonia clinica 4
animales (4.9 %) y del grupo vacunado 1 apnimal (1.0 %). De acuerde
con los resultados obtenidos se puede considerar que la proteccién
conferida por 1la inmunizacién con P, haemolytica asi comeo con
citotoxina, es eficiente para reducir en forma considerable las
lesiones pulmonares ocasionadas por esta bacteria
experimentalmente. Por otro lade, las observaciones a nivel campo
sugieren que 1a inmunizacién con bacterias vivas podria reducir la
incidencia de neumonias causadas por P. hacnelytica. También se
demostré la inocuidad de los inmunégenos por la ausencia de

reacciones post-vacunales.



EVALUACION EXPERIMENTAL Y EN CAMPO DE UN INMUNOGENO DE Pasteurella
haemolytica EN CORDEROS.

INTRODUCCION

Las neumonias son consideradas de suma importancia en los animales
domésticos debido a que afectan directamente al proceso
productivo de las explotaciones comerciales. Las pérdidas
econémicas 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 (5, 61).

Estudjos realizados en México, destacan la importancia de las 30
neumonias en becerros, ya que clinicamente la incidencia y
prevalencia alcanza hasta un 24 % en la etapa de lactancia (5). Por
otro lado, el 39 % de los corderos gque fueron sometidos a necropsia
en el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM durante 1983 presentaron
lesiones neuménicas de intensidad moderada y severa (93). En
investigaciones realizadas en rastros de la Ciudad de Mé&xico se
aislé Pasteurella haemolytica en aproximadamente el 14 % de
pulmones neuménicos de ovinos, siendo los serotipos Al, A2, A5 y A9
los m&s representativos (10, 18).

En estudios sobre mortalidad de corderos se ha determinado que la
muerte de corderecs asociada a neumonias puede rebasar el 20 %. En
estos trabajos se ha demostrado que el mayor porcentaje de
mortalidad por problemas neuménicos se acentfia entre los 2 y 3

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



En otre estudio realizado por Aquilar y Tértora (1) donde se evalud
la mortalidad perinatal en ovinos de la zona de Milpa Alta, D.F. se
demostré gue la cifra alcanzada por neumonias era del 32 %. Un
resultado similar fue obtenido por Martinez, et al. (63) en la zona
de influencia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,

Estado de México.

Pasteurella haemolytiga es un agente que comunmente se asocia a
problemas neumbnicos de rumiantes (2). La primera informacién del
problema aparecid en 1921, donde se aislé el germen de rumiantes y
en 1932 se propusc el nombre de Pasteuwrella haemelytjca (8, 66). Es
una bacteria Gram (~) de forma cocobacilar, inmévil, encapsulada,
oxidasa (+), indol (~), aercbia y anaerobia facultativa; crece en
agar Mc Conkey, en medios enriquecidos como agar sangre y agar
chocolate; produce hemélisis beta. La presencia de céapsula con
determinantes de superficie antifagociticos la hace resistente a la
fagocitosis (28).

Por mucho tiempo, se desconocié la importancia de P, haemolvtica y
P.. pultoc’da en el proceso de la enfermedad respiratoria, ya que no
son capaces por si solas en condiciones experimentales de causar la
enternedad, s&lo cuando se establecié la idea de compleio
neumédnico de etiologia mdltiple y secuencial se comenzbé a
considerar que estas bacterias podian ser lnvasoras secundarias y
responsables de producir lesiones graves en el pulmén (95).

El pulmén del rumiante tiene un eficiente sistema de defensa y
puede eliminar précticamente todas las particulas, por mecanismos
inespecificos que involucran la filtracién aerodindmica, cambios

bruscos en la direccién del aire en las vias respiratorias y el



desplazamiento del moco, al cual las particulas pueden adherirse y
ser eliminadas por el movimiento ciliar ascendente (38). Las
particulas con didmetros comprendidos entre 0.5 y 2 um, tamafio al
cual corresponden la mayorla de las bacterias, pueden franguear les
mecanismos de defensa especificos e inespecificos 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
inactivacién es el macréfago alveolar, pero existen otras
sustancias que ayudan a la protecci6én del tejido pulmonar, entre
ellas se encuentran las inmunoglobulinas, lisczima, transferrina,
interferén, antitripsina y complemento (38, 39, 95). La remocibdn de
bacterias en pulmén también es eficiente, ya gue en estudios
realizados por diversos autores y utilizando varios modelos
animales, se ha determinado que el tiempo de eliminacién de
bacterias del pulmén en raras ocasiones excede las 12

horas (62,82).

De P. Faemolytica se han reconocldo, por hemoagiutinacién
indirecta, 15 serotipos de acuerdo a antfgenos capsulares
solubles (31, 91). Estos antigenos son bdsicamente polisacérides y
lipopolisacirides con capacidad antigénica alta. Asimismo, se han
designado los biotipos A y T de acuerdo a caracteristicas
bioquimicas de la bacteria (8)}). Los serotipos 1, 2, S, ¢, 7, 8, 9,
11, 12, 13 y 14 corresponden al biotipo A que produce neumonia y
septicemia en corderos y neumonia en borregos adultos. Los
serotipos 3, 4, 10 y 15 pertenecen al bjotipo T, causante de

septicemia en adultos (92).



Pasteurella haemolytjca produce en fase logaritmica de crecimiente
una sustancia soluble que es téxica para macréfagos y leucocitos en
general (7, 42, 83, 86). La citotoxina, tambi&n llamada
leucotoxina, €s soluble en agua, consta principalmente de dos
fracciones; una proteica y un carbohidrato, es sensibla a tripsina
debido al componente proteico escencial, su actividad citotéxica
6ptima es a 37 € y se inhibe a 4 C, es estable a ph de 2 a 12 y
resiste el calor hasta 60 C (92).

La leucotoxina es producida por los diferentes serotipos capsulares
de P. haemolytica, presenta las mismas caracteristicas en todos
ellés, por lo cual se ha considerado que la inmunizaciédn con ésta
puede conferir proteccidn contra 1la actividad téxica,
independientemente del serotipo que se encuentre involucrade en la
neumonia (23).

En trabajos de ingenierfa genética se ha demostrado gque la
leucotoxina de P, haemolvtica es codificada por dos genes
denominados lktC y lktA. Con estas técnicas se determiné que la
toxina de Eschexrichia goli y de Pasteurella haemelytica, tienen
caracteristicas similares y se sugiere la posibilidad de que los
genes de ambas estén relacionados filogenéticamente (54).

Esta leucotoxina es una c¢itelisina productora de poros, compuesta
por dos o mias subunidades proteicas con pesos moleculares de 10§
mil daltones, que dafia a las células blanco por un mecanismo
‘similar al de otras citolisinas bacterianas, insert&ndese en la
membrana citoplasmitica con la resultante formacién o produccién de
uh poro transmembranal, permitiendo la salida de potasio
intracelular e incorporacisdn de calcio y sodio extracelular, con

ello la presi6n osmética intracelular se hace mids alta y la célula



se hincha con la consecuente lisis y salida de componentes
citeplasmaticos (17).

Durante 1la fase temprana de crecimiento logaritmice de la bacteria,
se ha observado por microscopia electrénica 1la presencia de
fimbrias y glicocdlix bacteriano., Las fimbrias son de
aproximadamente 5 nm de ancho y de 300 nm de longitud, estin
presentes s8&lo cuandoc la bacteria se cultiva de manera
estacionaria. Por otro lado, el tamafio del glicocilix es de 150 nm
de grosor y su tamafio disminuye cuando los cultivos tienen mis de
18 horas de incubacién. La funcién gqgue puedan tener este tipo de
estructuras con los mecanismos de patogenicidad se desconocen; sin
embargo, se cree gue las fimbrias favorecen la colonizacién a
nivel del aparato respiratoerio alto actuando como un factor de
unién de la bacteria a las células epiteliales de la mucosa
nasofaringea, mientras que el glicoc4lix puede conferir a la

bacteria las propiedades antifagociticas (28, 89).

Otra habilidad de la bacteria es que forma parte de la flora normal
de las vias 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
ventilacién deficiente, aunados a la mala alimentacién pueden

favorecer la presentacién del complejo respiratorio (1).

Es evidente que estos factores favorecen el proceso heuménico, sin
embargo, el papel que juegan se basa mids en experiencias practicas

gue en ensayos experimentales. En México se han hecho los prineros



intentos para evaluar el efecto de las condiciones medio
ambientales y de manejo en la presentacién de neumonias. En estos
estudios se deja entrever que en explotaciones donde existe
hacinamiento, microbismo ambiental alto, humedad alta y mala
ventilacién se presentan mis cuadros neumdnicos en los animales,
comparado con otros sistemas de explotacién (1).

Se seflala que las condiciones antes mencionadas, generan
situaciones de estrés para el animal que facilitan la trasmisién de
agentes infecciosos. El estrés es una reaccién neuroendocrinolégica
ampliamenta definida que jincluye la elevacidn de los niveles de
estéroides endbngeos. Si el estrés se mantiene por un periodo
prolongado, la hipersecrecién de corticoesteroides compromete la
respuesta del hospedador a los agentes infecciosos debido a una
inhibicién en la liberacién de factores quimjot&cticos por parte de
los macréfagos alveolares, complementado con un blogueo en la unién
de factores guimloticticos a los granulocitos e inhibiendo la
capacidad de migracién del macréfago alveolar (95).

También se ha demostrado la participacién de agentes primaries de
tipo viral como adenovirus, virus respiratorio sincitial,
parainfluenza 3, entre otros, capaces de iniciar el conmplejo
neuménico, sin embargo, el mecanismo de como actan no se ha

definido satisfactoriamente (52, 56).

Todos estos factores inhiben de una u otra forma los mecanismos de
defensa del pulmén permitiendo el establecimiento de P. haemolyvtica
en el tejido pulmonar (26, 56, 64). Adends, la citotoxina puede
jugar un papel importante en la patogénesis de la enfermedad por el

ya mencionads efecto negativo que ejerce sobre los principales



mecanismos de defensa del pulmdn, especialmente sobre 1los
macr&fagos alveolares y neutréfilos, ocasionando inhibicién de su
capacidad fagocitica, de la respuesta inmune subsecuente y de la
induccitn de inflamacisn como consecuencia de la lisis de estas

células (7, 27, 42, 60, 83, B4, 86, 90).

La lesién pulmonar causada por P. haemglytica se inicia a nivel del
bronquiclo respiratorio, mientras gue la difusién de la infeccién
ocurre a través del tejido conjuntive intersticial presenta entre
los bronguios, vasos sanguineos y linf&ticos. La 1lesion
caracteristica inducida es una pleurcneumonia fibrinosa localizada
en la zona craneoventral del pulmén (8). La endotoxina de
P. haemolytica es en parte responsable del dafio severo que se
observa en la neumonfa, debjido a que es capaz de activar los
sistemas enzim&ticos de la coagulacién, fibrinolitico y del

complemento (28, 95}).

En la actualidad se han desarrollado una diversidad de inmunégenos
para prevenir la neumonfa causada por B. haemolvticy con
resultados aparentemente satisfactorios en algunos casos (21).
Estos inmunégenos varian en cuanto a la via de inecculacién,
adydvantes utilizados, tipo de antigenos: vivos (21), muertos (22},
extractos (29, 33) y masa antigénica. El uso de bacterinas dia con
dfa se va desechando, debido a que no han tenido efecto en la
prevencién del problema y evidencias clinicas muestran que animales
bacterinizados han desarrollado una neumonia mds severa al desaffo

comparado con los animales no bacterinizadoes (22).



Los inmunégencs a base de bacterias vivas de cultivos de 6 horas
son los que han dado resultados més satlisfactorios, argumenténdose
que este tipo de biol6gicos son eficaces debido a que los cultives
j6évenes producen mis material inmunogénico entre el gue se
encuentra material capsular, citotoxina y otros carbohidratos no
muy bien definidos. También la replicacidn del agente en el gitio
de la inoculaciédn favorece la estimulacién de los mecanisnos
inmunolégicos mediados por células (21).

El uso de extractos obtenidos por diversos métodos, ha dado
resultados muy limitados debido a la ascasa variedad de compuestos
inmﬁnoqénicos que se logran purificar (29, 33).

Al comparar las vias de administraciédn utilizadas en 1los
experimentos se ha demostrado que las de mayor efectividad son: 1la
via subcutdnea, intradérmica y aerolizada para el caso de bacterias
vivas; en tantc que para bacterias muertas la via subcuténea es la
nis afectiva, sin embargo, para este caso el uso de un adyuvante ge
hace indispensable (22}.

La evaluacién de los inmundgenos se ha realizado por diversos
métodos que incluyen la reduccién del dafio pulmonar Y muerte de los
animales, asociaci6bn con la respuesta inmune humoral medida por
seroconversiédn de inmunoglobulinas, la respuesta inmune celular y

la disminucién de manifestacionas clinicas (21, 22, 29, 33, 99).
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HIPOTESIS:

De los métodos de inmunizacién utilizados, son escasos los gque
evalgan la efectividad de los inmunégenes asociandolos con factores
predisponentes de tipo ambiental, de manejo y nutricionales que de
alguna u otra forma interact@an en el proceso neumSnico.

En México, a pesar de los malos resultados que se han obtenido con
las bacterinas, se siguen utilizande con mucha frecuencia sin saber
a ciencia cierta su eficacia, los serotipos contenidos en las
bacterinas y si son los adectuados para su utilizacién en la regisn

geogr&fica donde van a ser aplicados.
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QRIETIVOR.

Evaluar a nivel experimental la efectividad de un inmunégeno de
Pasteurella haemolytica y el efecto de condiciones de alojamiento

(hacinamiento y humedad) sobre la presentacién de neumonias.

Estudiar algunos aspectos generales de la respuesta inmune a la
neumonf{a come son la fagocitosis y capacidad bactericida por
macréfagos alveolares ip yvitrg. Asfi como, el comportaniento de los
tftulos séricos de anticuerpos anticépsula y anticitotoxina de
E.. baemolvtica.

Determinar en pruebas de campo la inocuidad del inmunégeno y su
afecto sobre 1la presentacisén de neumonias en animales inmunizados y

no inmuninados hasta el destete.



MATERIAL ¥ METODOS.
La evaluacién del inmunégeno se realizé en dos fases, una a nivel

experimental y otra a nivel campo.

EABE I, EVALUACION EXPERIMENTAL:

ANIMALES. Se utilizaron 40 corderos de aproximadamente dos meses de
edad, clinicamente sanos procedentes de explotaciones con baja
incidencia de neumonias. A todos los animalee se les tomé muestra
de sangre y suero para la determinacién de titulos de anticuerpos
anticspsula y anticitotoxina de P, haepolyticsg por hemoaglutinacién
indirecta y por ensayo simple visual respectivamente. También se
realizé un examen coproparasitoscépico de los animales y se tomaron

hisopos nasales estériles para anflisis bacteriolégico.

INMUNOGENOS. Se utilizé un cultivo de 6 horas de P, haemelvtica
serotipo Al aislado de pulmén neuménico de ovino suspendida en
solucién salina amortiguada (SSA) a una concentracién de 1 X 10°
UFC de paquete celular libre de citotoxina. También se preparé un
inmun&égeno a base de citotoxina de P. haemolvytica, obtenida en fase
de crecimiento logaritmico concentrada 10X por liofilizacién y

titulada por medio del ensayo visual simple (34).

DISERO EXPERIMENTAL. Loc animales se asignarcon al azar en cuatro
grupos de 10 animales cada uno. El grupo 1 fue el grupo centrol, en
el c¢ual los animales recibieron como infculo medio de cultive
esteril. Los animales de los grupos 2 y 3 fueron inmunizados por
via subcutdnea e intradérmica respectivamente con 2.0 nl de
P. haemolytica viva en cultivo de 6 horas. El grupo 4 se inmunizé
utilizando como antigenc 2.0 ml de la citotoxina de P, haemelvtica
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suspendida en adyuvante completo de Freund (ACF) por via
subcutinea. Cada grupo se subdividi6 a su vez en subgrupos de §
animales, los subgrupos fueron sometidos a condiciones adversas de
alojamiento (Cuadro 1 y 2). Las condiciones adversas se referian a
acfimulo de excretas y orina (humedad), asi como hacinamiento de 3
animal por metro cuadrado y sin ventilacién. El alojamiento de los
otros subgrupos no presentaba al acGrmulo de excretas, el grado de
hacinamiento era de 2.0 metros por animal y con buena ventilacioén.
La exposicién viral se 1llevd a cabo el dfa 21 post-inmunizacién y
el desafio bacteriano al dfa 28. La eleccién del dia de desafio
bacterlanco estuvo basada en las manifestaclones clinicas
ocasionadas por la infeccién viral (cuadro 1).

El disefo estadisticoc gue se utiiizé para las variables anticuerpos
aptic&psula, anticitotoxina, contra el virus de PI3, temperatura y
frecuencia respiratoria fue uno completamente al azar con arreglo
factorial, anidado con rompimiento en tiempo con dos factores y
diferentes niveleeg para cada factor (Cuadro 2).

El wmodelo matemdtico guedd de la siguiente forma:

Yijklp= p + Ti + AJ + TA4J + Ik (TAij) + D1 + TDil + ADj1 + Eiiklm

u= Media general.
Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento.
Aj= Efecto del j-ésimo alojamjento.
TAij= Efecto debido a la interaccién Tratamiento x
Alojamiento
IK(TARij)= Efecto debido al animal anidado en el Tratamiento x
Rlojamiento.

Dl= Efecto del l-ésimo dia de muestreo.
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TDil= Efecto  de la interacclén Tratamiento x.Dia de
musstreo.
AD}1= Efecto de la interacci6n Ambiente x Dia de muestrea.
Eijklm= error aleatorio.
El disefio para la evaluaci6n del daiio pulmeonar fue
sinilar pero sin la anidacién y el rompimiento en tiempo, quedando

el modelo de la siguiente manera:

Yijk= g + Ti + Aj + TAaij + Bijk
donde:
p= Media general.
¥ijk = @afio pulmonar en mg.
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.
Aj = Efecto del j-ésimo alecjamiento.
TAij} = Efecto de la interaccién Tratamiento x Alojamiento

Eijk = error aleatorio.

El virus de PI3 a utilizar fue aislado en México de un pulmsn de
ovino y se replicé en cultivos celulares y se mantuvo en

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

La exposici6én viral se realizé en una cémara de aerolizacién
(Figura 1) y el desafic bacteriano por via 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 suspensién viral la cual contenia una dosis de 1 X 107
TCIDgg/ml, la cual se define como la cantidad de virus contenido en

50 pl que causa el 50 % de efecto citopstico en cultivo de tejidos.
El flujo de la suspensién por los nebulizadores era de
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aproximadamente 1 wl por minuto (16, 48, 55). Por otra parte, la
dosis bacteriana utilizada fue de 2.5 wl de una suspensi6n de

P, haemolvtica a una c¢oncentracién de 1 X 10% urc por animal.

EXANEN CLINICO. A todos los animales se les tomé la temperatura
corporal por via rectal diariamente por la mafiana, durante todo el
perfodo de evaluacién, as{ como su estado clinico general evaluado
mediante la frecuencia respiratoria y tipo de movimientos

raspiratorios.

ESTUDIOS SEROLOGICOS:. Antes y durante el periode experimental o al
momento de )la muerte natural o sacrificic de los animales se
tomaron muestras de suero para determinar titulos de anticuerpos
anticd&psula y anticitotoxina de P, haemolvtica, asi como
anticuerpos contra el virus de PI3 mediante la técnica de

inhibici&n de la hemoaglutinacitn (31, 45).

EXANEN BACTERIOLOGICO: Se tomaron muestras en condiciones de
esterilidad para intentar recuperar la cepa de desafio o de otros
agentes involucrades en el complejo respiratorio. El aislamiente a
identificacién de los agentes aislados se realizé por métodos
convencionales (102).

EXAMEN MACROSCOPICO.- La severidad de las lesiones en pulmén fue
evaluada por una escala de 0 a 20 en base a una modificacién hecha
'al criterio descrite por Panciera (74) (cuadro 3), los animales
muertos por neumonia tendrian la mixima puntuacién representando
una falla total en la resistencia al desafio. El porcentaje de
reduccién en las lesiones fue determinado por medio de la siguiente

ecuacién.
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% de hres de lesién mks grande - &rea en el animal

reduceidén snhcontradas a evaluar
de la = X 100
lesitdn &rea de lealén més grande encontrada

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

otras causas.

Con el fin de evaluar cuantitativamente el dafioc pulmonar se tomaron
impresiones en papel de la extensién de las lesiones en pulmén de
todos los grupos para su evaluacitn por peso. El criterio tomado
fue qgue las lesiones més extensas ocuparifan mis espacio en los
diagramas de papel, por lo que al recortar las 4reas dibujadas el
peso del papel serfa alto, relaciondndose por consiguiente con la

mayor severidad de la lesién,

EXAMEN HIBTOPATOLOGICO: Se tomaron muestras representativas de
pulmén de los animales al momento de su muerte ¢ sacrificio, las
cuales fuercon fijadas en formalina amortiguada al 10%, se
incluyeron en parafina, procesadas Y tefiidas con la técnica de

hematoxilina-eosina para su evaluacién microscépica (57).

ENSAYO SIMPLE VISUAL PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS
ANTICITOTOXINA DE Pasteurella haemolytjca. Esta prueba se

fundamenta en la capacidad que tiene el suero para neutralizar la
‘citotoxina de P. haemolvtica, utilizando como células "hlanco",
leucocitos de sangre periférica de bovino obtenidas mediante chogue

hipoténico de sangre completa (67). La prueba consistié en hacer
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diluciones dobles de cada uno de los sueros a probar con SSA en una
placa de microtitulacién de 96 pozos. Realizada la dilucién de
suero, se agregd la citotoxina de P, haemelvtica cobtenida en fase
logaritmica de crecimiento bacteriano (84) y se incubé 10 minutos a
temperatura ambiente, enseguida se affadié la suspensidn de
leucocitos y se incubdé una hora a 37 C. Al finalizar este pariodo,
lag placas se centrifugaron a 500 G por 5 minutos, a cada pozo se
le adicioné formalina amortiguada al 10 %, y fue incubada 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron tefiidas las
plaocas con una solucién de cristal violeta al 1.0 % durante 5
minutos, lavdndose finalmente éstas con agua corrienta (34). Si era
observado un fondo azul en los pozos indicaba la presencia de
células tefiidas y por lo tanto un resultado positive a 1la
existencia de anticuerpos gue fueron capaces de neutralizar la
citotoxina de P. haemeolytica. Un fondo clarce indicaba ausencia de
anticuerpos, por lo gue la citotoxina guedaba libre ejerciendo su
efecto de lisis sobre 1a5.célu1as *blanco", eliminando el sustrato
celular a tefilr. Para cada ensayo se utllizaron sueros controles

positivos y negatives comoc referencia.

PRUEBA DE HEMOAGLUTINACION INDIRECTA PARM LA DETERKINACION DB
ANTICUERPOS ANTICAPSULA DE pPgsteurella haemoclytjica. Se realizaron
diluciones dobles con cada uno de los sueros a prebar con SSA en
‘placas de microtitulacién de fondo en "U" de 96 pozos. Se
adicionaron los eritrocitos sensibilizados con P, haemolytica del
serotipo a probar y se incub® por dos horas a 37 C. Al finalizar
este perfodo se realizé 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).

OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES. En los. animales nuertos en
forma natural y en los sacrificados se recolectaron macréfagos
alveolares nmediante lavades bronquiocalveolares utilizando una
modificacién a la técnica descrita por Mauderly (65) en animales de
laboratorio, para lo cual los corderos fueron desangrados y se¢
disecté con todo cuidado el aparato respiratorio desde la trdquea.
Se tomaron las muestras para bacteriologfa e histologia del lado
izquierdo del pulmén. El lado derecho fue utilizado para realizar
el lavado bronguiocalveolar ligando previamente a nivel de la
bifurcacién bronquial. Se introdujo un tubo de polipropilenc al
bronquio hasta sentir una ligera resistencia; a través de la sonda
se introdujeron alicuotas de una solucién salina amortiguada
suplementada con glucosa (%8), hasta completar un volunen
aproximado de 150 a 200 ml. La suspensién gque contenia las células
pulmonares se deposité en tubos de centrifuga de polivinil de 50
ml, los cuales se colocaron en bafio de agua fria aproximadamente a
4 C.

El nimero de c&lulas obtenidas se determiné por conteoc directo en
el hemocitémetro de Neubauer (6), Para determjnar la viabilidad de
las células se utilizé la técenica de exclusién de azul de tripan an
solucién al 0.2 % (67).

Las cé&lulas recolectadas fueron lavadas por centrifugacién tres
veces a 200 G durante 10 minutos con medio RPMI-1640 ajustando
finalmente la concentracién a 3 X 104 células por ml. en medio

RPMI-1640 adicionado con 10 1 de suero fetal de ternera (S5FT). En
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microplacas para cultivo de células de 24 pozos, se adiciond en
forma estéril 2 ml de la suspensién celular y se incubé toda la
noche a 37 €, en una atmdésfera con 2 % de coz para facilitar la
adherencia de las células a la superficie de pl&stico de las
placas. Al finalizar este periodo, se eliminaron las c&lulas no
adherentes mediante el lavado de los pozos tres veces con SSA
estéril y se procedié a l1la evaluacién de fagocitosis y afecto
bactericida por macr&dfagos alveclares (MA).

BUBPENSIONES BACTERIANAS PARA LA EVALULCION DE FAGOCITOSIS Y BFECTO
BACTERICIDA. Se utilizé una cepa aislada an México de
P. haenmolvtica, biotipo A, serotipo 1. Las bacter;as se cultivaron
12 horas antes de su uso en caldo de infusién cerebro-corazén (BHI)
a 37 C en una atmésfera con 2 % de €O, . Transcurrido el pericdo de
incubacién se realizé un conteo de las bacterias, con dilucién
pravia en pipeta de Thoma para glébulos rojos, en hemocitémetro de
Neubauer utilizando para el conteo un microscopio en contraste de
fases., Posteriormente se centrifugaron a 3 000 G por 10 minutos
para resuspender en medio RPMI-1640 con 10 % de SFT a una
concentracién aproximada de 1.5 X 105 bacterias por ml (4).
EVALUACION DE PAGOCITOSIS. Se adicion®d a 6 pozos con MA adheridos,
2 ml de la suspensiédn de P. haemolytica, para obtener asi
aproximadamente una concentracién de 5 bacterlas por macréfago; a
otros 6 pozos con MA 5516 se les adicion6 RPMI-1640; a 6 pozos sin
MA se les adicion® una suspensién de P, haemelytica y finalmente a
otros 6 les fueron adicionados 2 ml de medio RPMI- 1640 estéril. Da
esta manera quedaron las siguientes variables: P. haemolvtica en
suspensién con MA, P. haemolvtica sola como control positivo de

crecimlento bacteriano, RPMI-1640 solo como control negative de

20



crecimiento bacteriano y MA solos., Las muestras fueron incubadas a
37 C con 2 % de CO, por perfodos de 1, 3, y 5 horas. Al término de
cada periodo, Se realizé la lectura de 2 pozos por cada variable en
un espectrofotémetro a 380 nm, tomando como fundamento que a mayor
concentracién de bacterias, mayor serfa la lectura en el
espectrofotometro (4).

EVALUACION DE EPECTO BACTERICIDA. Se adicioné la suspensién de
P. baemolytica a 6 pozos con MA adheridos. Se incubaron durante 30
minutos a 37 C en una atm&sfera con 2 § de CO, para facilitar 1a
fagocitosis de bacterias; después de este periodo, se lavaron los
pozos con SSA estéril y se provocd lisis celular en 3 pozos con
agua destilada estéril para la liberacién de las bacterias
fagocitadas. El resto de los pozos se resuspendieron con medio
RPMI-1640 gdicionadc con antibiéticos y SFT; se incubaron durante 3
horas mis en las mismas condiciones de atmésfera y temperatura. Al
concluir este tiempo fue realizado el lavadc de los pozos con SSA
estéril y los MA se lisaron con agua destilada estéril.
Inmediatawente después de cada lisis (a los 30 minutos y a las 3
horas), se tomaron por duplicado alficuotas del sobrenadante de cada
pozo y se realizaron diluciones logaritmicas de cada nmuestra en
caldo nutritivo y se incubaron a 37 C por un periodo de 24 horas,
al término de}) cual fueron lefidas las muestras en ubh
espectrofotémetro a 380 nm (4).

Las muestras evaluadas a los 30 minutos se tomaron como parimetro
comparativo de fagocitosis bacteriana y las de 3 horas como el

efecto bactericida de los MA.
Para la evaluacién de fagocitosis y efecto bactericida se
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trabajaron paralelamente las mismas variables adicionando al medio
anticuerpos especificos contra P, haemolytica en cantidades
subaglutinantes (67). Los anticuerpos estaban contenidos en un
suero ovino, el cual fue titulado por la técnica de inhibicién de

la hemoaglutinacién.

EASE II. EVALUACION DEL INMUNOGENO EN CONDICIONES DE CAMPQ:

En la evaluaclién de campo se requirié de productores "voluntarios®
que permitiesen la inmunizacisén de un porcentaje de sus animales
con el inmunégenc evaluado en la fase experimental. El inmun&geno
fue-aplicado por via subcutdnea a corderes entre 1 y 2 meses de
edad. Los par&metros evaluados fueren: anticuerpos anticépsula y
anticitotoxina de P. haemolvtica y titulo de anticuerpos contra el
virus de PI3 antes y después de la inmunizacién. Se evalus la
mortalidad perinatal hasta el destete determinando las causas gue
la ocasionaron, considerando anilisis bacterioléglco con
aislamiento y secrotipificaciédn de los agentes involucrades;
patologia macrosc6pica y microscépica, estudiocs serolégicos, etc.
Se trabajé con cinco explotaciones ovinas localizadas en la zona
del Ajusco, México D.F. El total de corderos en los cinco rebafios
fue de 177, de los cuales se inmunizaron 91 por via subcutdnea con
una suspensién de P. hagmolytica a una concentracién de 1 X 10? urc

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: Flitro; E: Extractor; N: Nebulizador;

D: Drenaje.

Tomada de Colmenares {18).



CUADRO 1., PROTOCOLO DE INMUNIZACION Y DEBAYIO DE Pasteurells
hsemelytica EN CORDEROS.

DIA GRUFO 1 GRUPO 2 Grupo 3 GRUPO 4

[} Inoculado Vacunado Vacunado Vacunado

con SSA Ph Al Ph Al Citox.+ACF |
via SC via s¢C via ID Via S¢C

21 Virus PI3 aerolizado en todos los grupos mas cambio a }

condiciones adversas de alojamiento a 1los subgrupos.

28 Desafio con P, haemelytica serotipo Al en todos las grupos
¥ cambio a copdiciones adversas de alojamiento a los

subgrupos.

k33 Sacrificio de los animales remanentes para evaluacibdn.

SC: Subcuténeo.
ID: Intradérmica.

Ph Al: Pasteurella haemolytica Al.

Cada grupe de 10 animales subdividides a su vez en subgrupos de 5
animales cada uno.
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CUADRO 2. ARREGLO FACTORIAL DEL DISENC COMPLETAMENTE AL AZAR PARA
EL EXPERINENTO DE EVALUACION DEL INNUNOGENO DB Papteurells
haemelytice BN CORDEROS.

FACTOR A : INMUNOGENO

al a2 al a4
NIVELES
control Phl sC Phl ID citox
F
A
[ b1 S§/CCAA
T
[+]
R
b2 c/Ccan
B

Phl SC: ImnmunSégeno de P, haemolytica por via subcutdnea.
Phl ID: Inmunégeno de P. haemolytica por via intradérmica.
citox: Inmun&genoc a base de citotoxina .

S/CCAA : Sin camblio 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 0 a 20. MODIFICADA DE PANCIERA (74)

Puntos Distribucién Criterio
maximos de puntos
Tamafio 6 Lesion al 75% de la lesion mas grande
de la 4 Lesion entre el S50y 74 %
]e;ion 2 Lesion entre el 25 y 49 %
6 0 Lesion menor al 25 %
Lobulos 6 6 lobulos
afectados 5 5 »
4 4 “
6 3 3 .
2 2 .
1 1 "
"] 0 "
Edema 4 Obvio y severc
2 Observable pero moderado
< o] Minimo o carente.
Pleuritis 4 Evidente.
4 2 Moderada.
0 Rusente.




RESULTADOG:

EASE EXPERIMENTAL:

El factor alojamiente no mostré efecto en las variables estudiadas
excepto para la variable frecuencia respiratoria.

TENPERATURA. Al dia siguiente de la aplicacién de los inSculos se
observé en promedio un incremento ligero de temperatura en los
grupos con excepcién del grupo control, este incremento bajé
gradualmente hasta valores normales en un periodo de tres dias., La
temperatura promedic mfs alta registrada durante al experimento
fue 40.02 + 1.0 C, se presentd al dia siguiente del desaffio
.bucteriuno Yy 88lo ocurrié en el grupo control mostrando
diferencia significativa {(p < 0.05) con respectoc a los derés
grupos. Esta elevacién de temperatura tuvoe duiaciOn de un solo dia
y disminuyé en forma gradual hasta alcanzar valores

considerados como normales (Figura 2).

TITULOS DE AWTICUERPOS ANTICAPSULA: Los titulos de anticuarpos en
general fueron transformados a logaritmo base 2 (logy) para su
nmejor evaluacién.

El anflisis muestra una diferancia significativa (p < 0.025) con
respecto a tiempo y para la interacci6én tratamiento por tiempo.
Como puede observarse en la FPigura 3, esta diferencia para el
tiempo se hace notoria en 1la primera semana post-inmunizacién de
los diferentes inmunégenos, donde lcs grupos 2, 3 y 4 muestran una
saroconversién importante comparados con el grupe control
existiendo una diferencia estadistica significativa entre

tratamientos (Cuadro 4 y 4a). Como puede observarse los titulos
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de anticuerpos para los tres grupos mencionados disminuyen
ligeramente durante el experimento. Es importante sefialar que
existe una seroconversiédn en el grupo control poco desples del
desafio experimental con P, haemolytica alecanzando un titule
promedio de 3.82 % 1.053.

Los titulos més altos alcanzados debido a los tratamientos, fueron
de 4.0 # 2.2; 6.0 * 1.4; 6.45 # 1.2 y 7.1 # 1.5 para los grupos
1, 2, 3y 4 respectivamente.

El valor de r' para esta variable fue de 66.6.

TITULOS DE ANTICUERPOS ANTICITOTOXINA. En este caso también
exiatié diferencia estadistica significativa (p <0.005) para el
tiempo, entre tratamientos y para la interaccién tratamiento por
tiempo. En la Figura 4, se observa que la respuesta mis alta
estuvo dada por el grupo 4, el cual fue inoculado con la
citotoxina de P, hagpolytica m&s ACF, los grupos inoculados con la
bacteria por diferentes vias sa comportaron de forma similar y el
grupo control fue el gue presanté los titulos mis bajos con una
seroconversisn importante después del desafio con P. haemplytica.
Cabe seflalar que en esta fase, los titulos de anticuerpos en los
grupos 2, 3, y 4 tendjeron a disminuir en forma notoria. En los
Cuadros 5 y 5a se muestra la diferencia existente entre los grupos
con respecto al control, donde el grupo 2 y 3 son iguales entre si
y el 4 es diferente del 2 pero simiiar al 3.

Los titulos anticitotoxina m&s altos registrados durante el
experimento debido a los tratamientos fueron 4.8 % 2.3; 6,34
4+ 1.1; 6,48 * 1.1 y 7.66 £ 0.18 para los grupos 1, 2, 3 y 4

respectivamente.

28



TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DEZ PI3, Los titulos de
anticuerpos contra el virus de PIJ s8lo mostraron diferencia
significativa para el tiempo (p < 0.05), esta diferencia tue
debida a un incremento promedio de aproximadamente dos diluciones
dobles en todos los grupos, el cual se hizo evidente en el

puestreo subsecuente a la exposicién viral,

FRECUENCIA RESPIRATORIA. Para esta variable solamente hubo
diferencia para alojamiento y tiempo (p < 0.05) (Cuadro &}, la
cual se present® al momento que los animales fueron somatidos a
condiciones adversas de alojamiento como fue hacinamiento y
aumento de humedad relativa,
asf como al acfimulo de excretas y orina en el corral. El promedio
de frecuencia respiratoria para los subgrupos que sufrieron este
cambio fue de 36.8 * 3.1 y de 33.8 * 2.6 para los que no fueron
sometidos a estas condiciones. Come puede observarse en la
Figura 5, los subgrupos sometidos a condiciones adversas de
alojamiento tuvieron en promedioc una frecuencia respiratoria mayor
comparada con los subgrupos que estaban en condiciones favorables
- de alojamiento.

A pesar de no existir dlferencia significativa entre tratamlentos,
en la Figura 5a se puede observar aumentc en la frecuencia
respiratoria en todos los grupos después del desafifo bacteriano y
en el grupo control se observa un incremento con respecto a los

dem&s grupos entre los dias 4 y 6 post-desaffo.

EVALUACION DEL DARO PULMONAR. En las Figuras 6, 7, 8 y 9 se

presentan en forpa esguematizada las lesiones encontradas a nivel
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pulmonar en todos los grupos y en la Figura 10 los promedios del
grade de lesién representado por el peso del papel expresado en
miligramos para los mismos grupos. Como puede apreciarse las
lasiones mads severas se observaron en el grupo control, sin
emnbargo, a pesar de la marcada desproporcién, el grupo control
fue diferente significativamente (p < 0.05) de los grupos 3 y 4
pero lgual al grupo 2 y los grupos inmunizados fueron
estadisticamente similares entre si (p > 0.05) (Cuadro 7 y 7a) .

El valor de r?

para esta variable fue de 23.7.

El grado de reduccién de la lesién evaluado como porcentaje fue
mayor para el grupo al cual se le inoculd la citotoxina de
P. haemolvtjca m&s ACF (p < 0.05). El Cuadro 8 muestra los valores
obtenidos de la evaluacién del dafio pulmonar realizado de acuerdo
al criterio descrito previamente, donde se puede observar, que
86lo hubo diferencia signicativa entre el grupe inoculade con

citotoxina m&s ACF Yy el control, siendo similar a los grupos

inmunizados por via intradérmica y subcuténea.

EXAMEN HIBTOPATOLOGICO, En términos generales las lesiones
histopatolé6gicas fueron de intensidad moderada a leve para los
cuatro grupos, Las lesiones mds evidentes se obgservaron en el
grupo control. Debidoc a gque no se contaba con un método
cuantitativo confiable para la evaluacién de estas lesiones, sblo
" se mencionan las gue se observaron con mayor frecuencia:
congestisn, distencién de septos interlobulillares debido a la
infiltraci6én de células inflamatorias entremezcladas con fibrina,
pleuritis, infiltracién mononuclear intersticial) y células

fusiformes con arreglo arremoclinado (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 breonguioes.

EVALUACION DE FAGOCITOSIS Y EFECTO BACTERICIDA DE RPasteurslla
haesmolytica POR MACROFAGOS ALVEOLARES. Para esta variable, se debe
tomar en cuenta que valores altos en la lectura del
espectrofotbmetro, indican concentracién alta de bacterias y por
lo tanto una fagocitosis deficiente por parte de los macréfagos
alveoclares. Las lecturas obtenidas en el espectrofotémetro en aste
enéayo a las 3 horas de incubacién fueron de 0.995 + 0.052;
0.872 + 0.25; 0.375 + 0.38 y 0.322 +0.018 para los grupos 1,
2, 3 ¥y 4 respectivamente. En la Figura 15 se representan en
forma gréfica estos resultados. Como puede observarse, La
fagocitosis fue eficlente a las 3 horas de incubacién para los
grupos inoculados con P, haemolytica por via intradérmica y con
citotoxina m&s ACF (p < 0.05), mientras que a las 5 horas de
inecubacién todos los grupos tendieron a conportarse de una forma
similar.

En esta misma evaluacién, pero con la adlcién de un suero ovino,
gque contenia anticuerpos especificos contra P, haemolytica, en el
medic donde se encontraban suspendidas las bacterias con
macrbfagos, se encontrd que la fagocitosis fue ineficiente para
los cuatro grupos y no hubo difarencia significativa entre
tratamientos (p > 0.05) (Figura 16).

Por otra parte, la capacidad bactericida de los MA fue buena para
los cuatro grupos Y no hubo diferencia entre los tratamientos

evaluados (p » 0.05) (Figura 17)
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EXAHENX  BACTERIOLOUGICO. Solamente en un animal del grupo control se
logré el aislamiento de P, hagmolytica serotipo Al a partir del
pulmén. Es importante sefialar gue este aislamiento se realizé 10

dias después del desafio bacteriano.

GANANCIA DE PESO. La ganancia de peso promedio para los distintos
grupos se muestra en el Cuadro 9 . Como pusde apraciarse no sa
obgervé diferencia significativa entre tratamientos ni entre
subgrupos, sin embargo, la ganancia de peso fue escasa para todos
los grupos y en los subgrupos a los cuales se les sometid a
condiclones adversas de alojamiento, esta ganancia siempre fue

menor comparada con los que estaban en buenas condiciones.

EASE DE CAMPO.

EVALUACION CLINICO PATOLOGICA. Durante este perfodo que comprendis
desde la aplicacién del inmundgeno (aproximadamente a los 2 meses
de edad de los corderos) hasta el destete, enfermaron de neumonia
clinica cinco animales. Estos anlmales pertenecfan a una sola
explotacién. Por tratarse de explotaciones comerciales los
animales detectados enfermos recibfan tratamiento a base de
quimioterapedticos. De los cinco animales que enfermaron, cuatro
pertenecfan al grupo control y uno al grupo inmunizado. Tedos los
corderos se recuperaron por lo que fue imposible realfzar
estudios complementarios de patolegfa y bacteriologla, pero si se
realizaron pruebas serolégicas.

EVALUACION SEROLOGICA. En el Cuadro 10 , se resumen los resultados

de los titulos promedio de anticuerpos anticépsula y
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anticitotoxina de P. haemolytica encontrados en animales de los
grupos inmunizados, enfermos y controles. Unicamente fue posible
realizar dos muestreos; unc al momento de la inoculacién del
antigeno y otre 15 dias después de la misma. Como puede
observarse, los animales inmunizados mostraron Seroconversién en
anmbos titulos comparados con el grupo control (p < 0.05). El valor
obtenido en el segundo muestreo para el grupc inmunizado fue de
3.24 + 1.2 y de 3.74 % 1.35 para anticuerpos anticépsula y
anticitotoxina respectivamente y para el grupo control de 1.36 %
1.11 y 2.4 % 1.18. En la Figuras 1B, 19 Y 20 se representan en
torﬁa griafica estos resultados.

En el grupo de animales enfermos, el titulo de anticuerpos anti-
c8psula fue de 2.0 % 0.02 al momento de detectarse la neuménia
clinica. Este titulo se mantuvo en el segundo muestreo realizado
15 dias después. Estos animales fueron negatives a la presencia de
anticuerpos anticitotoxina en el primer muestreo y 15 dias
después presentaron seroconversién (p < 0.05) (Figura 21). Los
titulos 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.
u 1]

ANALISIS DE VARIANZA PARA ANTICUERPOS ANTICAPGULA DE

ca EN LA EVALUACION DE UN INMUKOGENO BN

CORDEROS.

F. de V. gl Suma de Cuadrados F Nivel de
cuadrados medios significancia

Tratamientos 3 28.2521 9.4174 4.14 p < 0.025

Alojamiento 1 4.9750 4.9750 2.19 NS

Trat * Aloj 3 6.2573 2.0858 0.92 NS

I (Trat+*aloj) 32 72.7390 2,270

Tiempo ? 151.3440 21.6206 27.61 p < 0.005

Trat *= Tiem. 21 115.1507 5.4834 7.00 p < 0.005

Aloj * Tiem. 7 3.8812 0.5545 0.71 Ns

Error 245 191.8404 0.7830

Total 319 574.423927

r? = 66.6

CUADRO 4a. ANTICURRPOS

ANTICAPBULA DB
INNUNOGENO EN CORDEROS.

PROMEDIOE DE HINIMOB CUADRATICOS PARA
hasmolytica EN LA EVALUACION DE UN

Trat. Control s/c I/D Citox.
2.39a 3.07be 2.78b 3.1l6c
X 0.13 + 0.13 + 0.13 + 0.13
p < 0,025
Aloj. C/CCA S/CCA
2.72a 2.97a
+ 0.09 + 0.09

Tiempo Promedio

- 14 2.048 + 0,18 &
- 7 1.563 £ 0.18 d
- 3 3.425 4+ 0.18ab
4 3.765 + 0.18 a
11 2.733 £+ 0.18 C
18 2.813 %+ 0.18 ©
25 3.125 + 0,18bc
32  3.323 £ 0.18ab
p < 0.005
S/CAA: Sin cambio a condiciones adversas de alojamiaento.
C/CAA: Con cambio a condiciones adversas de alojamiento.
§/C: Subcutinea I1/D: Intradérmica citox: citotoxina.
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CUADRO S. AMALISIS DE VARIANZA PARA ANTICUERPOS ANTICITOTOXINA DE
haegolytica

EN LA EVALUACION DE UN INMUNOGENG EN

CORDEROS .

F. da V. gl Suma de Cuadrados F Nivel gde
cuadradoes medios significancia

Tratamientos 3 80.6178 26.8726 5.44 p < 0.005

Alojaniento 1 1.2375 1.2375 0.25 s

Trat * Aloj 3 12.0688 4.0229 0.81 NS

1 (Trat*aloj) 32 158. 0045 4.9376

Tiempo 7 223.0797 31.8685 33.36 p < 0.005

Trat * Tiem. 21 57.77%4 2.7514 2.88 p < 0.005

Aloj * Tiem. 7 9.2292 1.3185 1.38 NS

Error 245 234.053] 0.9553

Total 319 776.0699

r? = 69.84

CUADRO Sa.
ANTICITOTOXINA DE Pasteurells haemolvtica EN LA EVALUACION DE ON
INMUNOGENO EN CORDEROS.

PROMEDIOS DE MINIMOS CUADRATICOB PARA ANTICUERPOB

Trat. Control s/c /D Citox.
4.813a 5.561b 5.861bc 6.163¢c
+ 0.12 + 0.12 + 0.12 + 0.12
p < 0.005
Alod. c/cca S/CCA
5.538a 5.662a
+ 0.08 + 0.08

Tiempo Promedio

- 14 4.360 # 0.17 a
~ 7 4.605 % 0.17 a
- 3 4.773 % 0.17 a
4 5.665 + 0,17 b
11 6.293 + 0.17 ¢
18 6.265 + 0.17 ¢
25 6,640 + 0.17 C
32 6.198 + 0.17 ¢©
p < 0.015
S/CAA: Sin cambio a condiciones adversas de alojamiento.
C/CAR: Con cambio a condiciones adversas de alojamiento.
S/C: Subcut&nea I/D: Intradérmica Citox: Citotoxina.
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CUADRO 6. ANALISIS DR VARIANZA PARA FRECUENCIA RESPIRATORIA DE
CORDEROS EN LA EVALUACION DE UN INMUNOGENO DE Pasteurella
hasmolytica

B

F. de V. Gl Suma de F Nivel de
cuadrados significancia

Tratamientos 3 749.665 0.48 NS

Alojamiento 1 1 524.006 0.03 P < 0.05

Trat + Aloj. 3 462.182 0.67 NS

IDF{Trat * Aloj) 32 9 409,20

Tiempo le 9 244.397 0.001 p < 0.001

Trat * Tienmpo 48 2 241.885 0.041 NS

Aloj * Tiempo 16 2 416.844 0.001 p < 0.001

Error 560 26 048.179

TOTAL 679 57 238.347
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CUADRO 7.

EVALUACION DE UN INNUNOGENO DE

PROMEDIOS DE NININOS CUADRATICOS DEL DAfO PULMONAR EM LA
Pasteuralla hasmolytica

Trat. Control s/c I/D citox. Total
Aloj.
C/CAA 1648.4 814.8 102.2 177.8 685.8 + 281.79
C/CAA 1892.2 821.4 509.4 258.2 870.4 + 281.79
Total 1770.32 818.12%  305.8P  218.2P 7781
. * 398.51 # 398.51 + 398.51 # 398.51
S/CAA: Sin cambio a condiciones adversas de alojamiento.

C/CAh: Con cambio a condiciones

§/C: Subcuténea

1/D: Intradérmica

Citox:

adversas de alojamiento.
Citotoxina.

Distintas literales indican diferencia estadistica p < 0.05

CUADRG 7a.
DE UN INNUNOGENC DE

EN CORDEROS.

ANALISIS DE VARIANZA DEL DANO PULMONAR EN LA EVALUACION
haenolytica

F, de V. gl Suma de F Nivel de
cuadrados gignificancia

Tratamientos 3 15226161.4 3.20 P < 0.05

Alojamiento 1 340771.6 0.21 NS

Trat. * Aloj. 3 238784.6 0.05 NS

Error 32 50818956,0

Total ’ 39 66624673.6
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Cuadro @. EVALUACION DEL DARO PULMONAR DE ACUERDO A LA NODIFICACION
AL CRITERIO DESCRITO POR PANCIERA (74).

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPQ 3 GRUPO 4
Tamafio de la lesién. 1.8 0.8 0.2 0.3
L&bulos afectados. 1.9 1.6 1.2 1.3
Edema. 1.4 0.5 0.5 0.3
Pleuritis 1.1 0.2 0.2 0.1
TOTAL ACUMULADO 6.22 3.1b 2.0 2.0P

Literales distintas indican diferencia significativa (p < 0.,05)
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CUADRC 9. GAMANCIA DE PESO DIARIA EN LA EVALUACION DE UN INMUNOGENO
DB Pasteurells haemeolytica EN CORDEROS.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Control s/cC I/D Citox.
S/CAI\a 49.3 #+ 4.8 51.0 + 4.6 §0.3 + 3.8 49.5 + 4.6
C/CAA® 43.1 + 7.3 46.2 £ 5.6 45.3 + 3.6 48.0 + 6.2

S/CAA: Sin cambio a condiciones adversas de alojamiento.
C/CAA: Con cambio a condiciones adversas de alojamiento.
§/C: Subcutsnea I/D: Intradérmica Citox: Citotoxina,
Distintas literales indican diferencia estadistica p < 0.05

33



Cuadro 10. TITULOS DE ANTICUERFPOS
Pasteureila hasmolytica

ANTICITOTOXINA DE

DB UN IMMUMOGENO EN CORDEROS.

(Logy) ANTICAPSULA X
EN LA EVALUACION EN CANFRO

ANTICAPSULA ANTICITOTOXINA

0 15 0 15
SIN INMUNIZAR 1.102 1.302 1.108 2.40P
INMUNIZADOS 1.202 3.74P 1.608 3.24P
ENFERMOS# 2.00" 2.002 0.00% 1.50P

a,b: Literales diferentes en renglones y tipo de anticuerpos
indican diferencia significativa (p < 0.05).
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FIGURA TEMPERATURA CORI.?’ORAL DE CORDEROS EN LA EVALUACION DE UN
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INMUNOGENO DE Pasteurella haemalytica EN CORDEROS. FASE EXPERIMENTAL
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FIGURA 3. ANTICUERPOS ANTICAPSULA DE Pasteurella haemolytica
EN CORDEROS. FASE EXPERIMENTAL
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FIGURA 4 . ANTICUERPOS ANTICITOTOXINA DE  Pasteurella haemolytica

EN CORDEROS. FASE EXPERIMENTAL

TITULOS Log2
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FIGURA 5. FFIECUENGI.A RESPIRATORIA DE CORDEROS MOSTRANDO EL EFECTO DEL

CAMBIO A CONDICIONES ADVERSAS DE ALOJAMIENTO,

FRECUENCIA/MINUTO
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FIGURA 5a, FRECUENCIA RESPIRATORIA DE CORDEROS EN LA EVALUACION
DE UN INMUNOGENO DE Pasteurella haemolytica EN CORDEROS.
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FIGURA 6, LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO CONTROL

FASE EXPERIMENTAL.

B

S

8y

N\

bsh

bis)




A

FIGURA 7. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO
INMUNIZADO POR VIA SUBCUTANEA CON Pasteurella haemolytica.
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FIGURA 8. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO
INMUNIZADO POR VIA INTRADERMICA CON  Pasteurella haemolytica.
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FIGURA 9. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO
INMUNIZADO CON CITOTOXINA DE Pasfeurella haemolytica POR VIA SUBCUTANEA
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FIGURA 10. EVALUACION DEL DARO PULMONAR POR EL PESQO DE LAS
IMPRESIONES EN PAPEL. FASE EXPERIMENTAL
PEST {mo}
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Figura 11. Microfotografia mostrando el patrén fusiforme de
macrbfagos alveolares en pulmén (600 X).

Figura 12. Microfotografia mostrando material amorfo en un
bronquiolo (E) e infiltracidén mononuclear intersticial (150 X}
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Pigura :3. Microfotografia mostrando engrosamiento da septos
interlobulillares (5) debido a la presencia de fibrina y células
inflamatorias (600 X).

Figura 14. Microfotografia mostrando engrosamiento de pleura (P)
debido a 1a presencia de fibrina y células inflamatorias.
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FIGURA 16. FAGOCITOSIS DE Pasteurella haemolytica POR MACROFAGOS ALVEOLARES
DE CORDEROS SIN UTILIZAR ANTICUERPOS ESPECIFICOS. FASE EXPERIMENTAL
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FIGURA 18. FAGOC!ITOSIS DE Pasteurella haemolytica POR MACROFAGOS ALVEOLARES
DE CORDEROS UTILIZANDO ANTICUERPOS ESPECIFICOS. FASE EXPERIMENTAL

Densidad optica {nm)

1.2

1.0

08

0.6

0.4

0.2]

1 3 5
HORAS

0.0

—— Control —— Subcutansa —¥—intradérmica —B- Citotoxina




1

FIGURA 17. EFECTO BACTERICIDA DE Pasteurella haemolytica POR
MACROFAGOS ALVEOLARES DE CORDEROS. FASE EXPERIMENTAL
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FIGURA 18. ANTICUERPOS ANTICAPSULA DE Pasteurella haemolytica
EN CORDEROS, FASE DE CAMPO
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FIGURA 19. ANTICUERPOS ANTICITOTOXINA
EN CORDEROS. FASE DE CAMPO
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FIGURA 20. ANTICUERPOS ANTICAPSULA Y ANTICITOTOXINA DE
Pasteuralfa hsemolytica EN CORDEROS. FASE DE CAMPO
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FIGURA 21, ANTICUERPOS ANTICAPSULA Y ANTICITOTOXINA DE
Pasteurella haemolytica EN ANIMALES ENFERMOS. FASE DE CAMPO
TITULOS DE ANTIGUERPOS Log2
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-RIBCUGION:

La respuesta c¢linica m&s evidente a la inmunizacién en 1los
animales, fue el aumento de temperatura. El comportamientc de
esta varjable puede ser considerada comeo normal, debido a que se
ha demostrado que la aplicacién de ciertos inmunégenos desencadena
reacclones postvacunales que se caracterizan bdsicamente por el
aumento de temperatura (24, 53, 80). Esz importante sefialar que
este aumento no alcanzé valores considerados como febriles. Los
inmunégenos utilizados en este trabajo fueron capaces de reducir
en forma notoria la elevacién de temperatura subsecuente al
deéafio con P, haemplytica, lo que puede indicar clerto grado de
proteccién al dafic ocasionade por esta bacteria; resultados
similares utilizando otros antigenos 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
proteccién al dafio pulmonar.

A pesar de que no existieron diferencias significativas entre
inmunégenos, debido a variabilidad alta de loa rasultadoes
obtenidos, las lesiones menos severas fueron observadas en el
grupo inoculado con la citotoxina m&s ACF. En un trabajo realizado
por Jericho (48) se observ6 una proteccién aceptable al inocular
un sobrenadante de cultivo preparado de forma similar al utilizado
en el presente trabajo. S5in embargo, en el trabajo de Jericho el
sobrenadante fue inoculado en forma combinada con P, haemelytica
inactivada con formalina sin el uso de adyuvantes.

El efecto protector observado, gquiz&s no se debe a la citotoxina

de P. haemolytica exclusivamente, ya que en el sobrenadante
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utilizade, por su proceso de elaboracién, estin contenidos otros
antigenos solubles gue podrian estar jugando un papel importante
en la proteccién conferida a los animales. Entre estos antigenos
se encuentran extractos solubles capsulares, la citotoxina y otres
productos del metabolismo de la bacteria (81, 86, 89). En 1la
actualidad la mayoria de los trabajos de investigacién destacan la
importancia de la citotoxina de P, haemolytica, ya que se ha
denmostrado que la presencia de anticuerpos contra este compuesto,
reduce en forma notoria el dafio pulmonar al desafio. Por otro
lade, los titulos bajos contra la leucotoxina se traducen como
baja resistencia al dafo pulmonar (15, 35, 68, 87). Es nacesario
destacar que en algunos trabajos, se ha observado clerto grado de
proteccién con el uso de bacterinas y otros extractoe, lo gque
sugiere gque otros antigenos aparte de la citotoxina pueden ser
importantes en conferir proteccib& contra la pasteurelosis
neuménica (25). A pesar de esto, la mayor parte de los estudios
donde se evalGan las bacterinas, estas confleren escasa proteccién
y en algunos casos acentfan el dafio pulmonar al desafio (25, 32,

100).

La vacunaci6n con bacterias vivas por diversas vias, también ha
demostrade su eficacia al desaffo con P. haemolytica ¥y aGn contra
la exposicién viral y desafio bacteriano en forma combinada. Las
mejores vias han sido, en orden de eficiencia, 1la aercolizada,
intradérmica, subcutinea y la intramuscular (14, 21, 51, 74)}. En
el presente trabajo se observa un comportamiento similar para la
via intradérmica y subcuténea sin existir diferencia significativa

entre ambas vias.

61



Los mé&todos utilizados para evaluacién de dafio pulmonar se
sbservaron resultados similares por lo gue el método de impresién
Y pesaje en papel podria empezar a considerarse en trabajos
subsecuentes por ser fécil de realizar, de bajo costo y por dar
valores para su andlisis cuantitativo.

Los titulos de anticuerpos antic&psula altos no siempre han sido
sinénimo de proteccién. En algunos trabajos (32, 100), se ha
observado este fénomeno. En este aspecto cabe sefialar gue los
mecanismos inmunes contra P, haemolytica son complejos e incluyen
entre otros, La inmunidad mediada por células donde se involucran
los linfocitos T, que pueden ser directamente téxicos a las
bacterias o pueden favorecer el efecto bactericida por parte de
los macréfagos por ia activacién de los mismos, este es uno de los
principales mecanismos contra la bacteria (58,101). El segundo
mecanismo estd dado por la presencia de IgA en secreciones qua
impide la multiplicacién y colonizacién de la bacteria en las
mucosas (15, 59, 97). El tercer mecanismo es la opsonizacién por
anticuerpos especificos conferida por IgG, IgM e IgE las cuales
pueden estar en concentraciones altas en los alveocios, dado que la
bacteria induce permeabilidad vascular, favoreciéndose asi la
fagocitosis y destruccidn de la bacteria por las células
fagociticas (36, 85, 97, 99). Otro mecanismo importante es del
. complemento que se da a nivei sérico y local (101). E1 Gltimo
mecanismo de importancia es la presencia de anticuerpos
neutralizantes de la citotoxina en suero Yy secreciones
bronquioalveolares, lo gue confiere cierta proteccisn a laa

células fagociticas. (15, 85, 101). En este trabajo se observé una
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relacién directa con los titulos de anticuerpos antickpsula y
anticitotoxina de P. haemolivtica con el grado de proteceién
conferida por los diferentes inmundgenos. La via intradérmica
podria ser considerada la mejor, a pesar de no existir diferencia
significativa con respecto a la via subcutidnea, sin embargo, no
fue posible evaluar otros mecanismos de inmunidad que pudiesen
poner de manifiesto la inmunidad celular, que tedricamente es
inducida por esta via y es la m&s efectiva de acuerdo a lo
anteriormente expuesto.

La evaluacién de fagocitosis en este trabajo revelS una mejor
fagocitosis a las 3 horas para los grupos inoculados con
citotoxina y por via intradérmica. Para el casoc de la via
intradérmica esto puede explicarse por la posible presencia, en
los lavados, de macréfagos sensibilizados con aumento de
receptores de membrana para la fraccién C de IgG (94), aunado a la
activacién de los mismos por linfocitos T. Sin embargo, para el
caso del grupo inoculado con citotoxina, el conportamiento de los
macréfagos 4in yitro es m&s diffcil de explicar, Lo que podria
haber sucedido es gue al estar aplicando un antigeno crudo, la
posible presencia de otros antfgenos solubles, haya estimulado al
siétema inmune humoral ¥y celular con la subsecuente
sensibilizacién y activacién de macréfagos hacia estos antigenos.
£l comportamiento observado para los macréfagos praovenientes del
grupo inmunizade por vi{a subcutanea, en los cuales la fagocitosis
fue ineficiente, puede deberse a que la fagocitosis se llevd a
cabo en forma eficiente en la primera hora de incubacién , pero la
falta o escssa activacién de los macréfagos por parte de

linfocitos {n yivo para acelerar la bacteriolisis, favorecié la
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produccién de citotoxina por parte de la bacteria con la
subsecuente destruccién del macréfago. Al transcurrir el pexrfode
de incubacién, el dafio ocasionado al macréfago permitié 1la
proliferacién de la bacteria, debido a esto las lecturas hechas a
las 3 horas de incubacién se traducen en una fagocitosis
inefectiva. Un comportamiento similar se observa en todos los
grupos al adicionar al medio suero de ovine con anticuerpos
especificos y quiz4 otros factores solubles en el suero contra
B. haemolvtica, por lo que hubiese sido necesario hacer
evaluaciones a intervalos mds cortos para observar aeste posible
efecto. Otro factor que pudiera estar involucrado es la relacién
bacteria-macr&fago, 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 relacién fuera inadecuada. Se ha
determinado en otros trabajos que la relacién adecuada es de 100
bacterias opsonizadas por macréfago; relaclones mayores conllevan
. a muerte celular por la posible accisn de la leucotoxina (59).
Las condiciones de alojamiento, con le gue se traté de someter a
los animales a un estrés por hacinamiento e irritacién por el
acfimulo de excretas y orina, no tuvo el efecto deseado ya gue no
hubo diferencias en las variables estudiadas, excepto para la de
frecuencia respiratoria que invariablemente se mostré aumentada.
Es probable que el efecto deseado ne se haya alcanzado debido a
que no fue suficiente el hacinamiento y la irritacién 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 evaluacion cuantitativa del
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estrés es la determinacién de cortisol plasmético (30). Existen
estudios donde se demuestra el efecto de factores estresantes
sobre la presentacién de neumonia. Por ejemplo en un estudio
realizado con bovinos se demostr$ al aefecto negativo del frio
sobre la funclonalidad del pulmén y el dafio pulmonar
ocasionado por P, haemolytica (88). Por otra parte, en un
estudio realizado por Jones (49) se observé gue el cambio brusco
de temperatura y humedad relativa no tuvo efecto en el grade de

remocién bacteriana en vias respiratorias.

Con relacién a la ganancia de peso existen resultados
contradictorios sobre el efecto de la vacunaciédn sobre esta
variable; por ejemplo Confer (20) y Purdy (79) en dos trabajos de
campo observaron que no hubo efecto al vacunar bovinos por via
intradérmica con P, haemolvtica viva, sobre las variabies ganancia
de peso, consumo y conversién alimenticia. En tanto en otros
trabajos si se observé un efecto benéfico a la vacunacién con la
subsecuente mejora de la relaciédn costo-beneficio (41, 50). Como
ya se mencioné, en el presente trabajo no se observé efecto sobre
la variable ganancia de peso a la vacunacién, pero se debe tomar
en cuenta gue los animales fueron alimentados con una dieta de
mantenimiento gue les impidié desarrollar en forma 6ptima este
pardmetro.

El hecho de haber realizado Gnicamente el aislamiento de la ceps
de desafio en un s6lo animal puede deberse a que los intentos de
aislamiento se realizaron hasta el sacrificio de los animales. En
este momento habfan transcurrido 10 dias desde que se realizs el

desaffio bacteriano, tiempo suficiente para haberse llevado a cabo
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la remocién y destrucclédn de la bacteria por parte de los
mecanismos inmunol6gicos del animal. Como ya se mencions, en
términos generales las lesiones producidas por el desaffo en el
presente trabajo fueron de moderadas a leves, esto se puede
asociar al fracaso en la recuperacién de P, haemolytica. Existen
trabajos donde se ha avaluado el grado da remocién bacteriana
tomando en consideracién numerosas variables. En la mayoria de
estos trabajos se observa gue los periodos de remocién son muy
cortos {(horas) y los perfodos mis largos corresponden a estudios
donde se somete a los animales a factores gque comprometen su
reépueatn inmunolégica (12, 39, s&, 62, 7., 72, 82). En otros
trabajos donde se ha intentado la recuperacién de la cepa de
desafio de P. haemolytica se ha logrado el aislamiento en menos
del 20 3 de los casos de animales que han sobrevivido al desafio,
este porcentaje se eleva considerablemente cuando se ha intentade

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

Por dltimo, el modelo utilizado en este trabajo, fue similar a los
gue comunmente se utilizan para la evaluacién de inmunfSgenos de
P. haemeolytica por diversos autores. En bovinos, por ejemplo, se
ha utilizado la exposicién con el virus herpes bovino tipo 1 vy
desafio bacteriano por diversas vias 3 a 5 dias después; sin
embargo, el principal problema que han tenido es que la cepa viral
. comGnmente desarrolla el complejo respiratorio por si mismo
haciendo dificil la interpretacién de resultados (14, 46). Por
otra parte, el virus de PI3 es wmis inocuo comparado con el
herpesvirus bovino tipo 1, pero a pesar de gue no afecta la

clarificacién de bacterias en el tracto respiratorio, es capaz de
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aumentar la susceptibilidad al desaffo por alteraciones causadas a

los macrifagos (47).

Con respecto a la fase de canmpo, el inmunégeno evaluado mostréd
cierto grado de inocuidad, debido a la ausencia de reacciones
clinicas postvacunales. Es importante sefialar que el afio en que se
llevé a cabo la evaluacién del inmundSgeno (1950) fue considerado
por algunos clinicos de la zona (73) como muy benéfice, dada la
escasa mortalidad que se presentd en la mayorfia de los rebaios.
Esta aseveracién se apoya también en otros estudios colaterales
sobre mortalidad en cordercs (resultados afin sin publicar), gue
se estuvieron realizando en la zona, donde se observd también baja
mortalidad en los rebafios evaluados (69). A esto se atribuye la
escasa presentacién de cuadros neumdnicos y mnortalidad en las
explotaciones donde se evalué el inmunégeno. En un trabajo
realizado por Pedroso (76) en terneros, donde se evalué un
inmunégeno de P, multocida a nivel campo, utilizaron 254 animales
de los gque sélo enfermaron de neumcnia el 8 %.

Los animales gue presentaron neumonfa clinica en el presente
trabajo, como ya se mencion$, pertenecian a un s6lo rebafic. Sin
dejar de ser una simple apreciaci{6n diffcil de cuantificar
cientificamente por el nimero de explotaciones evaluadas, el
rebafio donde se presentaron los cuadros de neumonia clinica, era
la gue mayor grado de hacinamiento mostraba (1.2 animales por
metro cuadrado) y mostraba el clisico manejo de la zona de
pastoreo diurne con encierro nocturno de traspatio en
instalaciones parcialmente techadas. Las otras 4 explotaciones

llevaban a cabn el otro sistema de la zona de pastoreo diurno con
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encierro nocturno en el monte en instalaciones risticas, sin techo
y con clerto grado de hacinamiento (aproximadamente 1.5 animales
por metro cuadrade). En un trabaje realizado en Mé&xico peor Aguilar
y T6brtora (1), en el que se evaluaron un ndmero mayor de
explotaciones en la misma zona, se observd un comportamiento
similar, donde los problemas respiratorios se prasentaron 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 anticdpsula y anticitotoxina tuvieron
un respuesta similar al presentado en 1la fase experimental, sin
emSarqo, debido a la escasa incidencia de neumonias y nula
mortalidad, fue imposible correlacicnar el titule de anticuerpos
con grado de proteccién. Un detalle interesante fue la ausencia de
anticuerpos anticitotoxina en animales que presentaron neumonia
clinica al momentc de ser detectada, este hecho apoya en primer
lugar la teorfa de gue la neumonia era causada por P. haemolytica
y en segundo lugar la importancia gue puede estar Jjugando 1la
citotoxina en la patogénesis de la enfermedad. Como ya se
menciond, los titulos de anticuerpos anticitotoxina estén
directamente correlacionados con el grado de protececién en la
pasteurelosis neuménica 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
innundgenos, donde destacan el uso de bacterias vivas y de
sobrenadantes de cultivo para conferir proteccién a los animales

con resultados aparentemente satisfactorios (43, 44, 78).
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esTh TESIS KO EEQE‘,
SAUR DE LA BIBUTIEL:

CONCLUBIONER:

Los inmun&genos utilizados en la fase experimental y da campo
fueron inocuos para los animales, basado en la ausencia de
reacciones postvacunales de consideracién.

Se observd una relacién directa entre titulos de anticuerpos
antic&psula y anticitotoxina con el grade de proteccién al desafio
experimental y natural con P, haemolytica.

La inmunizacién disminuyé el dafio pulmonar al desaffo experimental
con P, haemplytica, asi como las manifestaciones clinicas en los
animales.

De acuerdo a los resultadoe de fagocitosis, la inmunidad celular
podria estar jugando un papel importante en la patogénesis de la
enfermedad.

La citotoxina de P, haemolytica participa de manera determinante
en la patogénesis de la enfermedad. Este argumento se basa en la
relacién encontrada entre titulos de anticuerpos y grado de
proteccidn; en la ausencia de anticuerpos contra esta leucotoxina
en animales enfermos y por ser el inmunégeno que redujo en forma

més notoria la presentacién del dafio pulmonar al desaffo.
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