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EVALUACION DE LA PROTECCION CONTRA LA PASTEURELOSIS
NEUMONICA, EN CORDEROS VACUNADOS CON DIFERENTES ANTIGENOS DB
Pasteurella haemolytica Al.

RESUMEN.

Con la finalidad de medir la proteccién contra la pasteurelosis pulmonar que
generan diferentes inmunégenos de Pasteurella haemolytica Al, se procedio a evaluarlos
en 2 etapas; primero en condiciones experimentales y posteriormente en campo, Para
la primera etapa, se utilizaron 42 corderos distribuidos en forma aleatoria en 6 grupos.
En el dia 0 del experimento ¢l grupo A recibié como inmunégeno por via sulicutdnea,
un cultive vivo en fase de crecimiento logarftmico de P. haemolytica a una concentracidn
de 1x10 ® UFC/mi, ¢l B sirvié como testigo, al C se le administrd una bacterina
comercial, el D fue tratado con sobrenmadante de cultivo (leucotoxina), al E se le
administré extracto soluble capsular (ESC) con lencotoxina y el F fue tratado con ESC
con leucotoxina y adyuvante. Los animales fucron expuestos en el dia 35 al virus de
parainfluenza 3 (PI) por via intratraqueal e intranasal y sicte dias después fucron
desafiados con una cepa de campo de P. hinemolytica por via transtordcica, Los corderas
que sobrevivieron al desafio fueron sacrificados al din 49 del experimento, para el
registro de lesiones a nivel pulmonar y realizar estudlo bacteriolégico de diversos
érganos. A los animales se les tomé diariamente la temperatura por via rectal. Se
tomaron muestras de sucro en los dins 0, 7, 14, 21, 28, 35, 41 y 49 del experimento, para
la determinacién de anticuerpos antlcipsula y antileucotoxina de P. haemolytica,
empleando las téenicas de lemoaglutinacién indirecta y ensayo viswal simple,
respectivaniente,

La evaluaclén de campo sc efectné en 12 explotaciones del poblade de
Coajomulco, Morelos, en donde se trabajé con 320 corderos formando 4 grupos de 80
cada uno, aplicando de Igual forma que en la fase anterior, con respecto a dosis y via,
los sigulentes tratamlentos: al grupo I se le suministré feucotoxina; el grupo 2 fue
tratado con una bacterina comerclal ; el 3 sirvié como testigo y el 4 recibié bacteria
viva . En esta fase el desafio fue natural y se evaluaron niveles de anticnerpos
anticipsula y antlleucotoxina, ademds de registrarse pardmetros de morbilidad y
mortalidad.

En la fase experimental los titulos de anticuerpos anticdpsula y antileuncotoxina

fueron estadisticamente slgnificativos (p< 0.05) en los grupos tvatados con bacterin
viva, leucotoxina y bacterina comercial en comparacién con el resto de los grupos; por
otro lado Ins lesiones fueron mds severas en los grupes B, E y F.

En la fase de campo los resuitades mostraron que en los grupos 1, 2 y 4 se
enfermaron de neumonfa clinica 3 animales (3.75%), 5 (6.25%) y 4 (5%)
respectivamente y en el grupo 3 (testlgo) fueron 23 (28.75%). Con respecto a la
mortalidad y los niveles de anticuerpos anticdpsula y antlleucotoxina se encontré
diferencia (p<0.05) entre los grupos 1y 3. Los resultados obtenidos en ambas fases
sugieren que la leucotoxina y ia bacteria viva pueden ser una opcién importante cn Ia
prevencién de neumonfas, debiéndose continuar con Ia Investigacién de los diferentes
inmunégenos utilizados, asf como buscar nuevas opciones.

Palabras clave: Pasteurella haemolytica, neumonta, corderos, inmunégenos, proteccién,



SUMMARY

EVALUATION OF THE PROTECTION AGAINST PNEUMONIC
PASTEURELLOSIS IN LAMBS VACCINATED WITH DIFFERENT ANTIGENS OF
Pasteurella haemolytica Al,

To measure the protecction against pueumonle pasteurcllosis provided by
different immunogens of Pasteurella haemolytica Al an evaluation in two stages was
conducted. First under experimental couditions and afterwards on field trials.

In the first stage it used 42 lambs randomly in stx groups were used. On day 0
of the experiment, group A received subcutaneously as an immunogen a live culture in
the logarithmic phase of P. haemolytica with a 1x10°CFU/ml. Group B was a control
group. Group C recelved a commerctal bacterin. Group D was treated with leukotoxin
culture supernatant, Group E was inoculated with a soluble capsule extract (SCE) with
leukotoxin. Finally the group F was treated with SCE with feukotoxin plus adjuvant. All
animals were exposed on day 35 to the Parainfluenza virus type 3 (P1y) intratrachealy
and intranasaly and seven days latter cliallenged with a ficld strain of P. haemolytica
transthoracically. The suvviving sheep were sacrificed at day 49 of the experiment to
asscss the pulmonary lesstons and to performm the bacteriological study of some organs.
Each animal had rectal temperature measured daily, and serum samples were tiken on
days 0, 7, 14, 21, 28, 35, 41 and 49 of experiment to determine the anticapsule and
antileukotoxin antibody levels, uslng indirect iemoaglutination and simple visual assay,

The field evaluation was carried out ont 12 farins In Coajomulco, Morelos, where
working with 320 lambs divided into 4 groups of 80 individuals each, Using the same
method as above with respect to the dosage and administration technique we proceded
as follows: Group I received leukatoxin, group 2 was treated with 8 commercial bacterin,
group 3 was used as control, and group 4 recelved a live bacteria. In this phase the
challenge was natural and cvaluated anticapsule and antileukotoxin antibodies titers
besides registering morbidlty and mortality.

In the experimental phase the measurements of the levels of anticapsule an
antileukotoxIn antibodics were statistically higher (p<0.05) In the groups treated with
live baeteria, leukotoxin and commerclal bacterin as compared to the vest of groups. On
tlie other hand, the lesslons found were more severe In groups B, E, and F.

In the field trial, group 1 had 3(3.75%) anlmals which developed clinical
pucunmionia, while group 2 had 5 (6.25%) and group 4 had 4(5%) animals; control group
3 had 23 lambs (28.75%) with clinical pneumonia. Group 1 had fewer deaths and higher
anticapsule and antileukotoxin antibody titers than the control group 3 (p<0.05). The
results obtained In both phases suggest that the leukotoxIn and the live bacteria are an
important optlon in the preventlon of pncumonla, and that rescarch must continue on
the different lmmunogens used, as well as scarchlug for new options.

Key words: Pasteurclla haemolytica, pneumonia, lambs, immunogens, vaccination,
protection.
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INTRODUCCION

Pasteurella haemolytica (P. haemolytica) es una bacteria de forma cocobacilar que
mide aproximadamente 14 por 0.4 micras, es Gram negativa con tincién bipolar,
inmévil, no forma esporas, posee cdpsula, oxidasa positiva, acrobia y anacrobia
facultativa, no ferntenta la lactosa, no produce gas, no liclia la gelatina, no coagula Ia
leche, en agar saugre produce hemélisis beta y presenta dos biotipos, el Ay el T debido
a que algunas cepas fermentan a los carbohidratos Arabinosa y Trehalosa
respectivamente. Dentro de éstos blotlpos existen diferencias antigénicas de acuerdo a
sus antfgenos capsulares solubles por lo que se reconocen 16 serotipos de los euales los
ntmeros 3, 4, 10 y 15 pertenecen al blotipo T y son causantes de 1a pasteurclosis
septicénilca en ovinos, mientras que los restantes son del biotipo A siendo los serotipos
Iy 2 los mas frecucnicmente  aislados de muestras clfnicas de corderos y borregos
adultos con problemas neumoénicos’.

En los dltimos ailos se ha disentido acerea de la organizacién del grupo
Pasteurelle, Se ha observado en estudios como los de homologfa de ADN/ADN,
comparacién de las secuencias de la subunidad 16 S ARNr, inmunoelectroforesis y
caracteristicas bloléglcas de las bacterias que actualmente integran este género, existen
diferenclas como para sugerir una nueva clastficacién®®. Por cjemplo, al estudiarse Ia
distribucién de 6 gences de P. haemolytica en los 16 serotipos, se encontrd que en los
biotlpos A y T, la organlzacién de algmios de éstos es diferente y en otros casos los
genes no estdn presentes, como en el biotipo T, De acnerdo a lo anterior se ha observado
que dentro los blotipos A y T existen suficientes difcrenclas, tanto biol6gicas conio
Inmunoldgleas y genétlcas para suponer que se trata de dos especles, sugiriendo el

nontbre de P. trehalosi para 1a blovariedad T %,



P. haemolytica sc con;idcra como un Importante oportunista del tracto
respiratorio de los bovinos, ovines y cabras, ya que usualmente coloniza la parte alta
de éste, y bajo clertas condiciones de inmunosupresion en el huésped, tales como
primoinfeccion por virus o mlcoplasmas, cambios de teﬁmcratura, Linmedad, ventilacién
deficiente, afecta los mecanismos de defensa que permite ¢l establecimiento del
miicroorganismo y daito al tejido pulmonap® #520~71.6487

P. haemolytica presenta diversos factores asoeindos con su virulencia tales como
Ia presencia de glicocdlix, fimbria® y endotoxina®, ademdss de la producelén de una
exotoxina que ha demostrado ser téxlca para los macréfagos alveolares y linfocitos de
rumkbantes, Los nacréfagos alveolares se consideran como la primera defensa a nivel
pulmonar contra el establecimlento y desarrvollo de infecciones pulmonares. Con la
muerte de éstas células también se liberan enzlmas proteolfticas, histmmina y otros
niedladores quimicos del proceso Inflanatorio que contribuyen al dafio pulmonar, por
lo tanto se ha constderado a la leucotoxIna produclda por cada nno de los 16 serotlpos
de P. haemolytica como ol princlpal factor de virnlencla de la bacteria®'*®, Al realizar
un andlisis en los serotlpos 3 y 11 de secuencias de nucledtidos de los genes IkeC'y IktA
que codiflcan para ia produccién de éstas leucotoxlnas se¢ encontré que cxisten
substituciones de micledtidos en todo el cédigo de secuencias, aunque éstas exotoxlnas
estin estrechamente relacionadas desde el punte de vista inmunolégico, funclonal y
genético. Tamblén se encontrd que un minimo de 7 variantes de genes Ikf estdn presentes
en P. haemolytica y ésto puede ser determinate desde ¢l punto de vista clinico’, Esta
sustancia es producida durante In fase logaritimica de crecimiento, es soluble en agua,
es antigénlea, consta principalmente de dos fracclones; una protelea y un carbohldrato,

tiene un peso molecular de alrededor de 150,000 daltones al aualizarla por



cromatografia de filtracién cn gel® ;Chang et al (1987) encontraron en Ia toxina un
polipéptido simple como componente principal con un peso molecular de 105,000
daltones al analizarlo por SDS-PAGE™ , su actividad leucot6xica éptima es a 37°C y se
inhibe a 4°C, es cstable a pIl de 2 a 12 y resistente al calor hasta 60°C**#.. Se ha
observado que ¢n condiciones in vitro se produce lencotoxina altamente agregada
encontrdndose inoléculas de hasta 8000 kDa, que al aplicarles guanidina 3M sufrié una
disgregacién parclal y aumenté la actividad leucotéxica y detectdndose moléculas mds
pequeiias de peso molecular de 800 kDa; entendiendo este proceso de disgregacion y el
Incremento de su actividad podrfa ser relevante en el medio ambiente pulmonar in situ,
en el cual P. haemolytica desarrolla la infeccién®. El crecimiento de ésta bacteria en
medios de cultivo contenicndo suero, se ha asociado a un incremento en la actividad
leucotéxica, encontrindose simifitudes en las concentriciones de albiimina sérica
bovina, disgregacién y actividad leucotéxica con las observadas en infecciones
experimentales®®, Otros factores pulmonares como el surfactante, pueden actuar
disgregando y aumentando Ia actividad lencotéxlea, incrementdndose la virulencia®
Conlon et al (1992) demostrd que la jeucotoxina induce a la agregacidn de neutrdfilos
y que esta activacion puede contribuir al proceso de inflamaclén inteisa que se observa
en los casos de neumonia ¥,

Las vacunas contra pasteurelosis en ovinos, han sldo usadas por décadas, pero
su eﬁ‘cacin slgue siendo cuestionada. Actualmente se han desarrollado diversos
inmunégenos para prevenir las neumonfas en rumiantes por Pasteurella haemolytica con
resultados aparentcmente satisfactorios, en algunos casos, utiHzando como antigenos:

bacteria viva, bacterla muerta, material capsular, extractos bacterianos y lencotoxina

crud nn.u.zo,n,\s,ss,sa.ol.



Las investigaciones recientes sobre neumonfas de los avinos estin orientadas a
la identificacion de 3 principales factores de virulencia que podrian ser utilizados
potencialmente como inmundgenos protectivos, éstos son: las proteinas reguladas por
hierro (PRH), leucotoxina y material capsular, En la caracterizacién inleial de las
proteinas (PRH) localizadas en la membrana cxterna y el espacio periplismico
ldentificaron protefnas con pesos moleculares de 35, 70, y 100 kDa; exdmenes posteriores
revelaron que la protefnn de 70 kDa era una mezcla de 3 distintas protefnas.
Anticuerpos a las PRH han sido detectados en el suero y fluidos pulmonares de
animales que enfermaron y se recuperaron de pastervelosis. Tnmbién se ha obsevado que
las PRH Incrementan sigulficativamente la eficacla protectiva de extractos libres de
bacterias y/o bacterinas contra desafios experimentaies?. Con respecto al sobrenndante
concentrado del scrotipo Al conteniendo leucotoxina con lipopolisacirido y imaterial
capsular confirieron proteccién a corderos {lbres de patégenos especificos (SPF)
desafiados con serotipos Al y A22,

La leucotoxina ha mostrado ser antigénica y se ha utilizado como inmunégeno
experimental en la prevencién de fa pasteurelosis pulmonar tanto en ovinos® como en
bovinos™, Existe Informacién que indica que hay una correlacién directa entre titulos
de anticuerpos neutralizantes de 1a leucotoxina con la resistencia a la enfermedad®*

Por otro lado en trabajos experlmentales al utillzar a In bacteria viva como
Inmunégeno, se observé que los animales tratados desarrollaron antlcuerpos a varios
antfgenos Incluyendo componentes de la pared celular, cipsula y leucotoxina. Lo anterior
se explica por el hecho de que las bacterias vivas al reproduclrse, permiten la

produccién y liberaclén de la lencotoxina y su reconocimiento como un antigeno,'***



Es importante seiialar que se it demostrado que P, hacmolytica expresia antigenos
diferentes en condiciones in vivo e in vitro ya que al obtener bacterias serotipo A2
directamente de fluido plenral de ovinos con pasteurclosis neuménica y analizartas pov
corrhnlentos electroforéticos en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se expresaron
protefnas de alto peso moleenlar (70 kDa) que no fueron encontradas cuando fas
bacterias fueron cultivadas en caldo nutritive’'. En otro trabajo, al estudiar la
variabilidad antlgénica existente en una cepa del serotipo Al cultivada bajo diferentes
condiclones, se encontrd que Ia baeteria que fue Inoculadn en el tefido subcutdneo de
becerros mostrd protefnas de peso molecular de 150 kDa, a diferencia de cuando la
bacteria fue cultivada en medio s6lido y liquido se encontraron proteinas de 30, 42, 55,
71 y 100 kDa. Sin embargo las protefnas encontradas en las bacterias cultivadas en el
in6culo subcutéineo fueron reconoctdas por sueros de becerros que fueron resistentes al
desafio cont bacterias vivas y que habfan sido inmunizados con 2 diferentes vacunas: con
bacterias formalinizadas o bacterias cultivadas en medio sélido, lo que indica que los
antigenos de alto peso molecular de las bacterias obtenidas del implante subcutdneo
pueden ser precursores de determinantes antlgéuicos de otras proteinas de P
haemolytica® .

El uso de bacterinas como medida preventlva ia mostrado que los anlmales
bacterinizados desarrollan neumonfas més severas, debldo a que éste Inmunégeno
lnducé una respuesta dlrigida contra los antfgenos de supérﬂclc que facilitan su
fagocitosls por el macréfago alvcolar, el cual mucre y libera enzlmas proteolfticas y
mediadores que dafian el tejido pulmonar® ¥, En Méxlco se encuentran disponibles
en el mercado 12 bacterinas comerclales para prevenlr la pasteurclosis neuménica

produclda por P. haemolytica en rumlantes *,



Existen numerosos inl‘;)mws sobre ta frecuencia de neumonias en ovinos
producidas por P. haemolytica, tanto a nivel internacional como nacional y se ha
encontradoe como una de las prinelpales causas de mortalidad perinatal con indices que
varian de acuerdo con la procedencia, tipo de explnlacﬁn, época del aiio, con cifras que
Muctian del 10% al 4092495 1y México, Herndndez ¥ encontré que en Centro
Ovino del programa de Extensién Agropecuaria (COPEA) ubicado en Topilejo D.F. fue
del 20%, mientras que Trigo y Romero® encontraron lesiones neuménicas en 24% de los
corderos que revisaron. Por otro lado, Montes de Oca* encontrd una inortalidad del
40% en corderos del Valie de Toluca,

En nuestro pais, la poblacién de ovinos en la Gltima década ha sufrido un
decremento; en 1981 se tenfan registrados 6,097,000 cabezas y en 1988 se redujo a
5,761,000 debido a ei costo de produccién y a las importaciones. Por ¢jemplo, en 1988
se consumieron 39,400 toneladas de carne y solamente se produjeron en el pais 23,800,
teniéndose que importar la diferencia ademds de que los precios del producto se
reduferon, ya que en 1981 el kilogramo en canal y en pie era de 9,148 (N$ 9.14) y 4,434
(N$4.43) pesos respectivamente; y en 1988 bajé a 7,839 (N$7.83) y 3,904 (N$ 3.9);
contrastando con los incrementos en los costos como: alimentactén, programas de
prevencién en salud y mano de obra. Lo anterior ha provocado un proceso de
descapitalizacién ¢ inhibicién de la inversién; aunado a esto, se le debe agregar la baja
productividad debido a una serie de deficienclas en la organizacién de productores,
financiamiento, industrializacién, comercializacion, programas de asistencla téenica y
falta de vinculacién de la investigacién con los productores, programas de sanidad,

genética y nutriclon®.



Ante ésta problemitica, c’l Programa de Modernizacién del Campo planteé como
metas para 1994 ¢l reducir las fmportaciones en 5%, reducir en 60% las perdidas
ocasionadas por enfermedades, incrementar la producclén a 28,000 toneladas y el
inventario a 6.6 millones de cabezas, promover 100 gl;upus de Intercambio tecnoldgico
en el sector social, apoyo con programas de genética y reproduccién, organizacién de
productores, financlamiento, industrializacién y comercializacién. En estadisticas de la
Direcclén General de Informacién Agropecuarin, Forestal y de Fauna Silvestre de la
SAGAR se informa que en 1993 se produjeron a nivel nacionnl 62,421 tonieladas de carace
en pie de ovino®. Por lo anteriormente expuesto, se considera Importante realizar
estudios que puedan generar productos (en este caso un biologico), que permitan incre-

mentar {a productividad en éste sector pecuario.



HIPOTESIS.

Los ovinos inmunizados con bioldgicos compuestos de leucotoxina, bacteria viva
y extractos solubles de Pasteurella hacmolytica A-1  estardn protegidos contra la
pasteurelosis neuménica, en comparacidn con animales no inoculados o que reciben

bacterina comercial.

OBJETIVOS.

1). Producir y evaluar bloldgicos experimentales con exotoxina, componentes
capsulares y células cownpletas de P. haemolytica que sean capaces de proteger a los ani-
males vacunados al exponerlos al desfio experimental.

2). MedirTos niveles de anticuerpos anticdpsula y antileucotoxina de los animales
vacunados y determinar si existe una relaclon directa entre titulos de anticuerpos y
proteccién. al desafio experimental.

3). Evaluar o coraportamiento de los bioldgicos en condiciones de campo.



MATERIAL Y METODOS.
La evaluacién de la proteccién que confieren los inmundgenos se realizé por

56,68

medio de un estudio experimental longitudinal prospective™® y se llevd a cabo en dos

fases, la primera en condiclones experimentales y la segunda en condicianes de campo.

FASE I. FASE EXPERIMENTAL.

ANIMALES.

Se utilizaron 42 ovinos de 2 a 4 meses de edad, clinicamente sanos, que fueron
distribufdos en furma alcatoria en 6 grupos de 7 animales cada uno . A eada grupo se
fe denominé con las siguientes letras A, B, C, D, E y I, y fueron confinados en los
corrales def Centro Nacional de Investigacion en Microbiologia Veterinaria del Instituto
Naclonal de Investigaciones Forestales y Agropecnarias-SAGAR.

BACTERIAS.

Se utilizaron dos cepas de P. haemolytica A-1, una de cilas de referencia®, fue
utilizada para producir fos antigenos y la otra que fue empleada como cepa de desafio,
se aislé de un caso clinico de pasteureiosis pulmonar ovina,

CEPA VIRAL.

La cepa de virus de Parainfluenza 3 (P1,) que se ntilizé en Ia exposicién fue
aislada en México a partir de un pulmén de ovino, replicada en cultivos celulares y
mantenida en congelacién hasta su utiiizacién en donde fue titulada a una concentracién

de 1x10° Dosis Infectante 50 de Cultivo de Tejido por mililitro (DICTg/ml).

*donada por ¢l Dr. G. Frank del laboratorio Aniwal Discase Center de Ames, Iowa, USA.



ANTIGENOS.

Se utilizaron cuatro antigenos de P. hacmolytica que fueron, leucotoxina cruda
(proteina en sobrenadante de cultivo), extracto soluble capsuliar, cultivo en fase de
crecimiento logaritinico (suspensién de células vivas incubadas 6 horas) y bacterina
comercial (suspensién de células completas inactivadas) . La produccidn de leucotoxina
se realizé de acuerdo al método recomendado por Gentry™, La obtencién del extracto
soluble capsular se realizé siguiendo Ia téenica descrita por Durkham®, El cultivo fresco
de P. haemolytica en fase logaritmica de crecimiento a wuna concentracién de 1x10°
UFC/mt se obtuvo siguiendo 1a metodologfa de Confer" . Los pracesos de produccién y
pruchas serolégicas se describen a continuacién.

DISENO EXPERIMENTAL.

Los antigenos se aplicaron en el dia 0 del experimento de acuerdo al siguiente
esquana:  Grupo A: Suspension de cultivo fresco de P. haemolytica a una

concentracién de 1x10° UFC/ml. por via subeutditen.

Grupo B: Testigo (recibid solucién salina fisiolégica)

Grupo C: Bacterina comercial

Grupo D: Leucotoxina cruda @ una coneentracion de 10 mg/ml, 2 ml via
subcutdnea.

Grupoe E: Extracto soluble 2.5 mg/ml (1ml)+Leucotoxina cruda,

Grupo F: Leucotoxina + Extracto soluble+ adyuvante.

Al dia 35 los corderos fueron expuestos al virus de PI; por vfa intratraqueal e
intranasal con una suspension titulada a 1x10° DICT,/ml, la cual se define como Ia
cantidad de virus contenido en 50 pl que causa el 50% de efecto citopdtico en cultivo de

tejidos.
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En el dia 42 del exi)crimcnlo se cfectud el desafio con P. haemolytica,
utilizande una cepa de campo aislada de un caso de neumonfa cn avino, con una
suspensién de 1x10° UFC/ml por via transtordcica utilizando un volumen de 2 ml, Los
animales que sobrevivieron al desafio experimental fueron sacyificados el dfa 49 y se les
practicé la necropsia para registrar lesiones pulmonares macroscGpicas y colectar
muestras de tejido de diferentes 6rganos para el estudio bacterioldgico.

EXAMEN CLINICO.

Se registré 1a temperatura corporal de tades los corderos por via rectal
diariamente por la maiana, durante todo ¢l experimento, asi como sn estado clinico
general,

ESTUDIOS SEROLOGICOS.

Se obtuve un sangrado basal previo a la incculacién de lus antigenos y
posteriormente los anlmales fucron sangrados los dias 7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49 d¢l
experimento, para Jas pruchas serol6gicas. Se utilizé la téenfca de Hemoaglutinacién
Indirecta (HI} para la determinncién de los anticuerpos anticipsula y Ia del Ensayo
Visual Simplc‘ (EVS) para medir los niveles de anticuerpos antileucotoxina, ambas
descritas por Biberstein® y Gentry 2, vespectivamente.

ESTUDIO BACTERIOLOGICO.

Se recofectaron muestras de pulmén, higado, rifién y bazo en condiciones
asépticas durante las necropsias, para intentar recuperayr la cepn de desafio o alguna
otra bacteria que se cneontrara involucrada en el proceso septicémico, El alslamiento

¢ identificacién de los microorganismes se efectué por los métodos rutinarios's,
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EXAMEN HISTOPATOLOGICO.

Se tomaron muestras de las lesiones pulmonares, las cuales fueron fijadas en
formalina amortiguada al 10%, se incluyeron en parafina, para ser procesadas y teitidas
con la técnica de hematoxilina-cosina y posteriormente examinadas al microscopio®.

EXAMEN MACROSCOPICO DE LAS LESIONES PULMONARES.

Las leslones pulmonares macroscépicas que se observaron durante las necropsias,
fucron registradas en esquenias iguales para toilos los casos y que representaban los
pulmones medlaute ¢} Henado de dreas shmilaves a las observadas, con la finalidad de
realizar una comparacién del tamafio de leslones entre los difeventes grupos de
animales,

ANALISIS ESTADISTICO.

El estudlo estadistico que se utiliz6 para las variables niveles de antlenerpos
anticdpsula, antlicucotoxina y temperatura fue nn anglisis de varianza con un disciio en
arrcglo factorial anidado con rompinilento en tlempo. Los titulos serol6gicos se expresan
logaritmilcamente en base 2 para facilitar Ia interpretacién de los datos y andlisis®,
Finahnente se reallzé la comparaclon de las medias con Ia prueba de significancia de
Tukey"™,

Yijkl= u+Ti+A(®)j+Dk-+TDik+e(i)jkl
donde: '
ijkl= es la I-6sima observacién asociada al K-ésimo tiempo de muestreo, al j-ésinio
animal dentro de tratamiento y al i-6simo tratamiento.
u= Media de la poblacién.
Ti= Efecto del i-slmo trataniiento.

AM)j= Efecto del j-¢shno animal anidado en ol I-6simo tratamlento,



Dk= Efecto del k-ésimo ticumpo de medicién o muestreo.
TDik= Efecto de la interaccién del i-6simo tratamiento con ¢l K-ésimo tiempo de
medicidu.

e(i)jkl= error aleatorio.

PRODUCCION DE ANTIGENO CON BACTERIA VIVA DE Pasteurella
haemolytica.

El cultivo de Pasteurella haemolytica para elaborar 1a vacuna viva y el indealo de
desafie se obtuvo de In siguiente forma: las cepas fucron cultivada}s en Agar Infusion
Cerebro Corazén (BHY) suplementado con 0.5% de extracto de levadura, 10% de sangre
de bovino y 5% de suero de equino. Se Incubaron durante 6 horas a 37°C y se procedié
a cosechar las células en solucién salina amortiguada con fosfatos
(PBSS, 0.01 M, pH 7.4), levindosc a una concentracién de 1x10° UFC/mi * .

OBTENCION DEL EXTRACTO SOLUBLE CAPSULAR.

El Extracto Seluble Capsular (ESC) extraido con Salicilato de Sodio fue
preparade de la siguicnte forma: se prepard un indeulo Inicial de Pasteurells haemolytica
que fue cultivada en Caldo BHE a 37°C durante 18 horas. De éste cultlvo se tomaron
5 mt para inocular matraces de 500 ml de caldo BHI que fueron Incubados durante 6
horas a 37°C con agitacién. Posieriormente se centrifugaron a 12, 000 g duraute 30
mlnulés a 4°C y el paquete celular fue resuspendido en 50 ml de Salicilato de Sodio 1.0
M. La mezcla fue incubada durante 3 horas a 37°C y posteriormente centrifugada a 28,
000 g durante 40 minutos a 4°C. El sobrenadante constituyé el extracto, ei cual fue

concentrado por didlisis y almacenado en congelacién (-20'C) hasta su uso®.
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PRODUCCION DE LEl'JCO'l‘()XINA DE Pasteurella haemolytica.

Se cultivé Pasteurella haemolytica durante 6 horas a 37°C en Agar Sangre,
suplementado con 0.5% de extracto de levadura y 5% de sucro de equino. Las bacterias
fueron cosechadas para producir un indeulo al 10%, cf paquete celnlar fue resuspendido
en medio RPMI, suplementado con suero fetal de ternero al 7%. Se incubd en baio
marfa con agitacién continua a 37°C durante § horas. Se centrifugé a 6,000 g durante
30 minutos. El sobrenadante sc esterilizé por filtracién con membrana de 0.22 p, se
fraccioné cn viales de 5 ml y se Iinﬁli1.6;'poslcrionncntc se almacené a -20°C. La
leucotoxina se tituls mediante la prucha de Ensayo Visual Simple®”.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA DE ENSAYO VISUAL SIMPLE.

La prucha se realiz6é en microplacas de 96 pozos con fondo plano. Los sucros a
probar fueron Inactivados en baifio maria a 56°C por 30 minutos. Se reallzaron
diluciones dobles de los sucros directamente en las placas, para lo cual se agregaron 50
al de PBS en cada pozo. Se agregaron 50 gl de cada suero a probar en cada uno de los
pozos de Ia fila A y sc hicieron las diluciones con un niierodilutor de 50 gl
Posteriormente se adicionaron 100 gl de leucotoxina previamente reconstitufda, Se e
adicionaron 100 x] de una suspensién de leucocitos de bovino en medio RPMI ajustada
a una concentracién de I x 10° células por microlitro. Las placas se incubaron durante
1 hora a 37°C, y sc centifugaron durante 10 minutos a 2,000 g Se decanté e
sobrenadante por inversién rdpida de la placa. Se colocaron 100 p} de formaiina
amortiguada al 10% en cada pozo y se dejaron las placas a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Finalmente sc les agregé cristal violeta al 1% en solucién acuosa
y se dej6 que actuara durante 5 minutos. Las placas se lavaron con agua corriente y se

dejaron secar a temperatura ambiente , para después realizar la lectura,
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PRODUCCION DE Ll*)l.JCOTOXlNA DE Pasteurella haemolytica.

Se cultivé Pasteurella haemolytica durante 6 horas a 37°C en Agar Sangre,
suplementado con 0.5% de extracto de levadura y 5% de sucro de equine. Las bacterias
fueron cosechadas para producir un indculo al 10%, el paguete celular fue resuspendido
en medio RPMI, suplementado con suero fetal de ternero al 7%. Se incub6 en baiio
marfa eon agitacién continua a 37°C durante 5 horas, Se centrifugé a 6,000 g durante
30 minutos. El sobrenadante se esterilizé por filtracién con membrana de 0.22 p, sc
fraccioné cn viales de 5 ml y se liofiliz6; posteriormente se almacené a -20°C. La
leucotoxina se titulé mediante la prueba de Ensayo Visual Simple!™.

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA DE ENSAYO VISUAL SIMPLE.

La prucba se realizé en microplacas de 96 pozos con fondo plano. Los sucros a
probar fucron Inaclivados en baiio marfa a 56°C por 30 minutos. Se reaiizaron
diluciones dobles de los sueros directamentc en las placas, para lo cual se agregaron 50
gl de PBS en cada pozo. Se agregaron 50 gl de cada suero a probar en eada uno de los
pozos de la fila A y sc hicieron las diluciones con un micradilutor de 50 pl.
Posteriorniente se adicionaron 100 pI de leucotoxina previamente reconstituida, Sc le
adicionaron 100 1 de una suspensién de |cuéocilos de bovino en medio RPMI ajustada
a2 una concentracién de 1 x 10° células por microlitro. Las placas se Incubaron durante’
1 hora a 37°C, y se centifugaron durante 10 minutos a 2,000 g. Sc decanté el
sobrenadante por Inversién ripida de Ia placa. Se colocaron 100 gl de formalina
amortiguada al 16% en cada pozo y sv dejaron Jas placas a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Finalmente se les agregd cristal violeta al 1% en svlucién acuosa
y s¢ dejé que actuara durante 5 minutos. Las placas se lavaron con agua coiriente y se

dejaron secar a temperatura amblente , para después realizar Ja lectura,
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Un fondo azul del pozo 'l;ldi(:ﬂ que la integridad de los leucocitos no fue alterada,
los cuales absorbieron cf colorante, debido a que la toxina fue neutralizada por los
anticuerpos presenfes en ¢l suero, por ofro jado la ausencia de anticuerpos
uentratizantes deja activa a Ia lencotoxina, Ia cual ejercid su efecto eitopdtico sobre los
Teucocitos. Bl titulo de anticuerpos neutralizantes en ¢ suera se determing por Ia Githuoa
dilucion donde se presenta un fondo azul™.

PRUEBA DE HEMOAGLUTINACION INDIRECTA PARA LA
DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTICAPSULA DE Pasteurella haemolytica.

Eritrocltos de bovino fueron sensiblifzados con un antfgeno capsular de
Pasteurella haemolytica, ¢1 cual se produjo en frascos de 50 il con Caldo Infusion
Cercebro Corazén que se Inocularon ¢ Incubaron durante 18 homs a4 37°C en baio maria
con agltacion contlnua, Posteriormente los cultivos fueron inactivados a 56°C por 30
minutos en baiio marfa. Una vez que los cultivos se enfriaron se les agregé 0.5 ml de
paguete de globulos rojos de bovino y se incubaron nuevamente a 37°C durante 1 hora
en bafio marin, para después centrifugarse a 3,000 g durante 10 minutos y decantar el
sobrenadante, repitiéndose la operacion. Los glébulos rofos senslbilizados se
suspendieron ¢n un volumen final de 100 ml en PBS (pH 7.2) a una coneentracién de
0.5%.

Los sueros a probar se inactivaron a 56°C por 30 minutos y fueron dilufdos 1;2
con PBS 0.0015M pH 7.2. La prueba se realizé en microplaeas de 96 pozos con fondo
en "U% y en cada uno de los 96 pozos se colocaron 25 pi de diluyente PBS.

En cada pozo de la linea A de Ia placa se colocaron 25 gt de cada uno de los

sueros; posterformente se realizaron dituciones dobles con un microdiutor hasta Ia



dilucién 1:512. A todos los pozos sc les agregé una gota de suspension de eritrocitos
sensibilizados al 0.5%. Despues de incubar a 4°C durante 24 horas se efectud Ia lectura,
observando hasta que dllucion habia hemoaglutinacién y asi determinar el titulo del
suero®, La concentracién de anticuerpos se expresa en forma de titulo; éste es la dilucién

mis alta del suero que produce hemoaglutinacién™.
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FASE 2. FASE DE CAMPO. Ver Fase 1.

ANIMALKES: Se utilizaron 320 corderos entre 2 a 4 meses de edad, de 12
explotaciones ovinas del poblado de Coajomulco en el estado de Morclos. El tamafio de
la muestra se calculé con la frmula para detectar diferencias entre promedios™*¢:
n=[(Z, + Z,) x DE / d)}

De acuerdo o los resultados obtenidos en la fase experimental del estudio, usando
como criterio los niveles de anticnerpos anticdpsula y antileucotoxina, ademds del
tamaiio de lesi6n que se registraron en cada grupo, se eligicron los siguientes 3
antigenos para ser probados en condiciones de campo: bacteria viva, leucotoxina, yIa
bacterina comercial,

DISENO EXPERIMENTAL.

Deacuerdo al tamaiio de mnestra calculado se formaron aleatoriamente 4 grupos,
de 80 corderos cada uno, a los cuales se les aplicé de igual forma que en la fase
experimental, con respecto a dosis y via, ef siguiente tratamiento:

Grupo 1: Se le admintstré leucotoxina.

Grupo 2: Se e administré la bacterina comercial,

Grupo 3: Sirvié como testigo y recibié solucidn salina fisioldgica,

Grupo 4: Fue Inoculado con bacterla viva,

Los animales fueron sangrados al miomento de aplicarles el tratamiento y
posteriormente en 2 ocasiones con intervalo de aproximadamente un mes; durante ese
tiempo se registraron pardmetros de morbilidad y mortelidad, relacionados con
problemas del tracto respiratorio,

Todos los grupes continuaren con las pricticas rutinarias de manejo y

alimentacidn durante todo el experimento que duré 2 meses.
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ESTUDIOS SEROLOGICOS,

Se determinaron en los cuatro grupos los niveles de anticuerpos anticipsula y
antileucotoxlna con las prucbas de hemoaglutinacién indirecta y ensayo visual simple
respectivamente™,

ANALISIS ESTADISTICO.

Las resultados obtenidos se sometieron al andlisis de varianza y prueba de

significancia de Tukey "%,
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RESULTADOS DE LA FASE EXPERIMENTAL.

TEMPERATURA.

La temperatura rectal en los animales durante los dfas posteriores a a
inoculacién de los diferentes antigenos, no mostrd diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05) entre los diferentes grupos que recibieron tratamiento,
encontrdndose que Ia temperatura promedio mas alta fue de 39.4 +/- 0.5°C . Durante
los 4 dias posteriores a la expasicidn viral se registraron incrementos en los grupos D
y F, tratados con Leucotoxina y Extracto Soluble Capsular +Leucotoxina-+Adynvante,
respectivamente, en donde se observaron temperaturas promedio de 40.2°C hablendo
diferencia estadistica significativa con respecto a los demds grupos. El incremento mds
alto que se registré durante el experimento fue posterior a el desafio bacteriano en
donde en los dos siguicntes dias a éste, se registraron temperaturas promedio que
variaron desde 40.11 hasta 40.65°C presentande la mas alta ¢l grupo E tratado con
Leucotoxina+ Extracto Seluble Capsular (Figura I).

ANTICUERPOS ANTICAPSULA.

El estudio estadistico, de los niveles de anticuerpos anticdpsuln, muestra una
diferencin siguifieativa p(<0.05) de los grupos fratados con respecto al grupo testigo
{grupo B), no habiendo diferencia estadistica entre sj, de los grupos D, E y I' (Cuadro
1y 1a). En la figura 2 puede observarse que los tftulos se elevaren de manera uniforme
en !odos los grupos durante la primera semana posinmunizacién, para alcanzar los
niveles mas altos en el din 14 y posteriormente diminnir paulatinamente hasta el dia 42
cin donde todos los grupos fueron desafialos con P, haemolytica y por lo tanto, a partic
de ese dia se observa un incremento homopéneo enn todas los grupos, La mejor

seroconversién se aprecié en los animales que fueron inmunizados con bacterin viva, ya
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que dieron titulos promedio de ;7.0 +/- 115 y Ia mas baja fue del grupo testigo (2.57 +/-
0.53), aunque éste Gltimo grupo tuvo un ineremento de sus titulos promedio, stinilar a
los demds grupos en tos dias posteriores al desafio experimental,

ANTICUERPOS ANTILEUCOTOXINA.

Los niveles alcanzados en este pudmetro, para lus grupos inoculados con
leucotoxina y bacteria viva respectivamente, mostraron una diferencia estadfstica
significativa (p<0.05) con respecto a los demds grupos que recibicron diferentes
{ratumientos, incluyendo el grupo control (Cuadro 2 y 2a). También éstos dos grupos
lograron los titulos promedio mds altos en los dlas 14y 21 siendo de 5,42 +/- 0.53 y 5.71
+/- 0.48 respectivamente, En Ia Figura 3 muestra el comportamlento slmilay con
respecto a los titulos de anticuerpos posterior & la Imnunizacién en los grupos Ay D,
para posteriormente disminuir hasta el dia 35 cuando fueron expuestos al virus de PI,,
ohservdndose un incremento constante hasta la finalizacidn del experimento en el dia
49, Una situacién parecida se observé en los demds grupos (C, E y F), aunque con
niveles de titulos mis bajos, encontrdndose diferencia con respecto al grupo testlgo (B),
que fire ¢l que mmenos seroconvirtié (2.14 +/- 0.37), pero al ser desafiados con P.
haemolytica en el dfa 42, sus valores se Incrementaron rdpldamente hasta alcanzar en
el dia 49 el titulo promedio de 4.71 +/- 0.48.

EVALUACION DEL DANO PULMONAR.

A la necropsia se registré Ia extensién de leslones en esquemas como se indica
en las figuras 4, 5,6, 7, 8y 9 donde las dreas de consolidacién mds grandes y severas
se presentaron en el grupo testigo (grupo B), seguldo por los grupos inoculados con
Extracto Soluble Capsular +Lencotoxina (grupo E) y Extracto Soluble Cnpéulm’ +

Leucotoxina+ Adyuvante (grupo F). Los grupos en dounde las lesiones fueron menores
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y en donde no se aprecia una diferencia entre éstos, fue en los inoculados con bacteria
vivat (grapo A), leucotoxina (grapo D) y bacterina comereial (grupo C).
ESTUDIO BACTERIOLOGICO.

De los corderos que fueron desafiados, cinco de éstos murieron 48 horas
posteriores al desafio; los demds animales fucron sacrificados en el dia 49 del
experimento, De los § corderos que murieron, I pertenecfa al grupo tratado con
bacterina comerclal (C), 2 al grupo E tratada con ESC combinado con leneotoxina y 2
al grugio ineculade con leucotoxing, ESC y adyuvante( 17}, en tados se aislo la cepa de
P. haemoalytica utilizada en el desafto, a partir de pulmén, rinén, bazo e higado. En el
cuadro 3 se puede obscrvar los alslamientos de P, hacmolytica ¢n los grujios tratados con
bacteria viva (A), bactering comercial (C) y leacotoxina (1)) a partir de pubnén en S de
7 animales de cada grupo, En fos grupos restantes (B, E y ) se logrd el nislamiento a

partir pulmén de todos los animales def grupo.

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.
Las lestones mas frecuentes que se observaron en los pulmones fucron: plenritis,
congestién, infiltracién de células inflamatovias, presencia de fibrina, edema y

hemorragias subpleurales.
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RESULTADOS DE LA i«‘ASE 2 DE CAMPO.

ESTUDIO DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS ANTICAPSULA.

La Figura 10 muestra los niveles de los titutos de anticuerpos séricos anticipsula
en la fase de campo en donde se realizaron tres mﬁcslrcos, espaciados entre sf por
periodos de aproximadamente 30 dias. La seroconversién de los cuatro grupos fué muy
pobre, ya que el titulo mds alto fué de 2.65 +/- 0.59 en el dia 30, del grupo inoculado
con bacteria viva y donde prdcticamente todos los grupos conserviron un atismo nivel
de anticuerpos durante fodo el experimento, aunque al realizar la prucha de
significancia de Tukey (Cuadro 4 y 4a) se encontrd diferencia estadistica significativa
(p<0.05) entre el grupo tratado con leucotoxina (grupo 1) y al que se le adininistré
bacterina comercial (grupo 2), con respecto a ct grupo 3 (testigo) y 4 (inoculado con
bacteria viva), aunque éstos filtimos no mostraron diferencia estadistica entre si. Cabe
mencionar que ¢ grupo testigo inicié el expevimento con el titulo promedio mds alto
(2.62 +/- 0.64) de Jos grupos y durante toda Ia evaluacién fué superior a fos grupos 1
y2.

ESTUDIOS DE NIVELES DE ANTICUERPOS ANTILEUCOTOXINA.

En la figura 11, se observa que los niveles de anticuerpos antileucotoxina de todos
los grupos tuvicron un comportamiento similar desde el Inicio del estudio y conservaron
ese wismo nivel basta cl tercer muestreo. Al realizar el estudio estadistico (Cuadro 5y
5a) y someter los datos a la prucba de significancia (p<0.05) se cncuentra diferencin
estadistica cn el dfa 60 entre los grupos tratadas con Leucotoxina y Bacterina comercial,
Es importante resaltar que también existe diferencia estadistica entre ¢l grpo Testigo

y el tratado con Leucotoxina,

22



EVALUACION CLINICA.

Durante los 60 dias que durd el estudio se vegistraron fos datos de morbilidad
y mortalidad (Figura 12), encontrindose que la cifra mds alta de enfermos de coadro
respiratorio se reglstrd en ef grupo 3 (testigo) con 23 que representa el 28.75%, seguido
de los tratados con Bacterina comercial (gpo. 2 ), Bacteria viva (gpo. 4) y Leucotoxina
(gpo. 1) con 5 (6.25%), 4 (8%) y 3 (3.75%) vespectivamente. En la mayoria de los casos
los anlnales fucron tratados con quimioterapéuticos y aunque algunos se vecuperaron,
se registré la muerte de 12 corderos, los cuales estaban distribuidos de la siguiente
forma: § (6.25%) pertenecfan a el grupo testigo, 3 (3.75%) al tratndo cont la Bacterina
comercial y 2 (2.5%) en cada uno de los grupos inoculados con Leucotoxing y Bacteria

viva, respectivamente,

23



CUADRO 1. ANALISIS DE VARIANZA DE LOS TITULOS PROMEDIO DE
ANTICUERPOS ANTICAPSULA EN CORDEROS INOCULADOS CON ANTIGENOS
DE Pasteurella haemolytica, EN LA FASE EXPERIMENTAL.

F.deV. gl Suma de Cuadrados  Valor F Nlvel de

cuadrados medios slgnificancia

GRUPO s 283.05059 56.61011 181.32 P<0.05
ANIMAL 6 39.80952 6.63492 2128 P<0.05
DIAS 7 498.56845 71.22406 228.12 P<0.05
GRUPO*ANIMAL 30 53.51190 1.78373 571 P<0.05
GRUPO*DIAS k1] 134.87797 3.85365 12.34 P<0.05
r2=0927718

CUADRO Ia. PRUEBA DE SIGNIFICANCIA DE TUKEY

GRUPO EXPERIMENTAL N PROMEDIO AGRUPAMIENTO

(bacteria viva) A 56 5321 A
(bacterina comerclal) C 56 . 4.107 B
(Ieucotoxina) D 56 3411 C
(leuc+ESC+ady) IF 56 3411 C
(leuc+ESC) E 56 3.179 C

(testigo) B 56 2.339 D

PROMEDIOS CON LETRA DISTINA INDICAN DIFERENCIA ESTADISTICA
SIGNIFICATIVA ENTRE GRUPOS (P<0.05).
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CUADRO 2. ANALISIS DE VARIANZA DE LOS TITULOS PROMEDIO DE
ANTICUERPOS ANTILEUCOTOXINA EN CORDEROS INOCULADOS CON
ANTIGENOS DE Pasteurella haemolytica, EN LA FASE EXPERIMENTAL.

F.de V. gl Suma de Cuadrados  Valor I Nivel de
cuadrados medios significancia
GRUPO 5 223.81250 4476250 31148 P<0.05
ANIMAL 6 6.70238 L11706 7.77 P<0.05
DIAS 7 499.75892 71.39413 496.80 P<0.05
GRUPO*ANIMAL 30 23.08333 0.76944 5.35 P'<0.05
GRUPO*DIAS 35 90.40178 2.58290 17.97 P <0.05
r2=0.958846
CUADRO 2a. PRUEBA DE SIGNIFICANCIA DE TUKEY
GRUPO EXPERIMENTAL N PROMEDIO AGRUPAMIENTO
(bacteria viva) A 56 4.678 A
(leucotoxina) D 56 4,392 B
(feuc+ESC+ady) F 56 3464 c
(ESC+lenc) E 56 3.160 D
(bacterina comercial) C 56 2910 E
(testigo) B 56 2339 F

PROMEDIOS CON LETRA DISTINA INDICAN DIFERENCIA ESTADISTICA
SIGNIFICATIVA ENTRE GRUPOS (P<0.05).



CUADRO 3. ESTUDIO BACTERIOLOGICO DE MUESTRAS DE DIFERENTES
ORGANOS DE CORDEROS INOCULADOS CON DIFERENTES ANTIGENOS DE
Pasteurella haemolytica, EN LA FASE EXPERIMENTAL.

GRUPO/TRATAMIENTO OR GANOS )
PULMON RINON BAZO HIGADO

(# DE AISLAMIENTOS / #TOTAL ANIMALES X Gro.)

A /BACT. VIVA 5117 0/7 /17 0/7
B /TESTIGO 717 0/7 0/7 0/7
C /BACT.COMERCIAL* 517 17 1/7 /1
D /LEUCOTOXINA 517 0/7 0/7 0/7
E /ESC+LEUC ** 7117 2/17 2/1 2117
F /ESC+LEUC+ADY, *** 7117 2/17 2/17 2117

*  MURIO UN CORDERO 48 HRS. DESPUES DEL DESAFIO BACTERIANO.
** DE ESTE GRUPO MURIERON DOS CORDEROS 48 HRS DESPUES DEL
DESAFIO BACTERIANO.
***MURIERON DOS CORDEROS A LAS 48 IIRS. DESPUES DEL DESAF{O CON
Pasteurella haemolytica.



CUADRO 4. ANALISIS DE VARIANZA DE LOS TITULOS PROMEDIO DE
ANTICUERPOS ANTICAPSULA EN CORDEROS INOCULADOS CON ANTIGENOS
DE Pasteurelln haemolytica, EN LA FASE DE CAMPO.

F.de V. gl Suma de Cuadrados  Valor I' Nivel de

cuadrados medios significancia
GRUPO 3 §1.93645 2731215 222,13 1<0.05
ANIMAL 79 69.78229 0.88332 7.18 P<0.05
TIEMPO 2 4.43128 2.21562 18.02 P<0.05
GRUPO*ANIMAL 237 178.64687 0.75378 6.13 P<0.05
GRUPO*TIEMPO ¢ 1186041 1.97673 16.08 P<0.05
12=0.816884

CUADRO 4a. PRUEBA DE SIGNIFICANCIA DE TUKEY

GRUPO/TRATAMIENTO N  PROMEDIQ AGRUPAMIENTO

TUKEY
(bacteria viva) 4 240 2.500 A
(testigo) 3 240 2.458 A
(bacterina comercial) 2 240 2,129 B
(lencotoxinn) 1 240 1.775 C

PROMEDIOS CON LETRA DISTINA INDICAN DIFERENCIA ESTADISTICA
SIGNIFICATIVA ENTRE GRUPOS (P<0.05).
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CUADRO 5. ANALISIS DE VARIANZA DE LOS TiTULOS PROMEDIO DE
ANTICUERPOS ANTILEUCOTOXINA EN CORDEROS INOCULADOS CON

ANTIGENOQS DE Pasteurella hacmolytica, EN LA FASE DE CAMPO.

F. de V. gl Suma de Cuadrades  Valor F Nivel de
cnadrados medios significancia

GRUPO 3 14.35312 4.78437 40.48 P<0.05
ANIMAL 79 111.34895 140948 12.03 P<0.05
TIEMPO 2 3.21458 1.60729 13.72 P<0.05
GRUPO*ANIMAL 237 164.39687 0.69365 5.92 P<0.05
GRUPO*TIEMPO 6 35.46875 591145 50.46 P<0.05
ANIMAL*TIEMPO 158 23.78541 0.15054 1.28 P<0.05

12=0.863927

CUADRO 5a, PRUEBA DE SIGNIFICANCIA DE TUKEY

GRUPO
(leucotoxina)
(bacteria viva) 4
(testigo) 3

(bacterina comercial) 2

N
240
240
240
240

PROMEMO AGRUPAMIENTO

4.508
4.325
4.262
4.175

A
B
B
C

PROMEDIOS CON LETRA DISTINA INDICAN DIFERENCIA ESTADISTICA
SIGNIFICATIVA ENTRE GRUPOS (<0.05).
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FIG.1. TEMPERATURA RECTAL DE CORDEROS INMUNIZADOS
CON ANTIGENOS DE Pasteurella haemoilytica.
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FIG. 2 ANTICUERPOS ANTICAPSULA EN CORDEROS
CON LA PRUEBA DE HEMOAGLUTINACION INDIRECTA
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FIG.3 ANTICUERPOS CONTRA LEUCOTOXINA EN CORDEROS
CON LA PRUEBA DE ENSAYO VISUAL SIMPLE.
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FIG.4. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL
GRUPO A TRATADOS CON BACTERIA VIVA.
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FIG.5. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL
GRUPO B USADOS COMO TESTIGOS..
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FIG.6. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL
GRUPO C TRATADOS CON BACTERINA COMERCIAL,
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FIG.7. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL

GRUPO D TRATADOS CON LEUCOTOXINA.
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FIG.8. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO E
TRATADOS CON EXTRACTO SOLUBLE CAPSULAR + LEUCOTOXINA
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FIG.9. LESIONES PULMONARES EN CORDEROS DEL GRUPO F
TRATADOS CON EXTRACTO SOLUBLE CAPSULAR + LEUCOTOXINA
+ ADYUVANTE. :
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FIG. 10 ANTICUERPOS ANTICAPSULA EN CORDEROS
VACUNADOS CON ANTIGENOS DE P. haemolytica.
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FIG. 11 ANTICUERPOS ANTILEUCOTOXINA EN
CORDEROS VACUNADOS CON P. haemolytica.
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FIG. 12 CORDEROS QUE PRESENTARON PROBLEMAS
RESPIRATORIOS.
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DISCUSION.

La primer variabfe que se cuantificé en las diferentes grupos de fa fase
experimental fue la temperatura siendo su campartamiento  similar a lo deserito par
atros auntares™V’; se sabe que una de las reacciones postvacunales caracteristicas es la
elevacion de la temperatura, aunqoe tn el presente trabajo los vafores que se registraron
después de a vacunacién silo se Incrementaron ligeramente no considerdndose como
febriles. Las mas altas fuevon las del grupu A, que fue vacunado con una suspensiin de
hacterfas vivas,

Los incrementos mds evidentes durante of experimento, fueron posteriores a fa
exposicibn al virus de PI, y al desafio con P. haemolytica por via transtoricica;
resultados similares informaron Morales y col. (1993) al probar tnmnndgenos de P,
haemolytica por diferentes rutas de inoculacidu y Hevar a caho exposicién viral (P1) y
desaffo bacteriano experimental. Por ofro fado Lehmkull y col. (1989) también
cieontraron incrementos en In femperatura de los ovinos que inocularon con P.
haemalytica después de Infectartos can adenovirus ovino tipo 6. Es haportante destacar
que existen trabajos', en los que no se encuentra una refncién directa entre temperatura
registrada y proteceién af daio pulmonar por lo que 1o podemos tomar este pardmetro
como un dato escenclal para valorar un biolégico.,

Con respecto a los titulos de anticuerpos antileucotoxius, los grupos que
mostrarou titulos mas altos y tuvieron diferencia estadistica significativa con el resto de
les grupos, fueron los fnoculados con bacteria viva y feucotoxing, coineldiendo que
éstos, prescataron las lesiones menos extensas y severas, a diferencia de los grupos B,
E y I en quicnes se registraron las lesiones mas severas, por lo que en el presente

trabajo se encontré una relacién directa entre tftulos de anticucrpos antileucotoxina y
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proteccion. Es importante que $e encuentren presentes anticucrpos neutralizantes de la
fencotoxina con Ia finalidad de que no haya destruccién de leucacitos, ya que
representan La primer barrera de defensa pulmonar y como consecuencia se ve reflejado
en una mayor resistencia al dano pulmonar, Cabe seialar que las lesiones pulmonares
encontrodas las que usualmente se producen en casos pastenrelosis pulmonar en
condiciones naturales®™*,

Con respecto a los antigenos wtilizadaes, se encontrd que el grupo tratado con
sobrenadante de cultivo (leucotoxina sola) fue uno de los que presentaron una mayor
resistencia al daio pulmonar y ningiin animal nuridé al desafio bacteriano, lo que dio
un 100% de proteccién; lo anterior concuerda en parte eon 1o encontrado por Sutherland
(1989) al utilizar Leucotoxina cruda como vacuna en corderos Libres de Patégenos
Especificos (SPF) donde obtuvo una proteccién del 86% al desafio homélogo, sin
embargo al utilizar la leucotoxina combinada con 1 extracto de la bacteria, obtenido
con Sallcilato de Sodio, encontrd una proteccién del 98%; cifra superior ala encontrada
cn el presente experimento (grupo E), que al utilizar un antigeno igual, fue de 71.5%,
pues de 7 animales que constitufan el grupo murieron 2 a las 48 horas postdesafio,

Cabe sefialar que en Investigaciones recientes™™, uno de los aspectos que se ha
constderado Importante en el desarrollo de biolégicos para prevenir la pasteurclosis
ncuménica en rumiantes domésticos, es el estudlo de la leucotoxina producida por P.
haemolytica. Por cjemplo Shewen (1988) Ia utilizé para vacunar liecerros, encontrando
un alto poreentaje de proteccién.

Es importante destacar que cuando se ha utllizado la leucotoxina purificada los
resultados son poco efectivos, no asi cuando se emplea el sobrenadante de cultivo en

donde se encuentra la leucotoxina, pero también podrian exlstir componentes de Ia
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bacteria como el polisacirido capsular, el lpopolisacirido(LPS) y proteinas de
membrana externa, junto con otros productos de su metabolisnto, por lo que éstos
podeion estar participando de manera importante en la proteccién que otorgin a los
animales vacunados®*,

Con respecto a [os niveles de anticuerpos anticdpsula, los grupos que tuvieron los
titulos mds altos fueron cf inoculado con bacteria viva (A) o bacterina comercial (C).
Cabe mencionar que en grupo A, las leslones que se registraron fueron las mds
pequenas de todoes los grupos, seguida de los grupos D y C en grado crcciente,
encontrandose que de éstos 3 grupos, solamente en el grupo C murié 1 animal al desalio
experimental,

En diversos trabajos Ias vacunas constltuidas por bacterias vivas, también han
demostrada su cfectividad al proteger a los anlmales vacunados contra el desafio
experimentnl*™®, colncldiendo con los resultados del presente trabajo . Un aspecto que
se debe mencionar es el riesgo que puede existir al mancjar microorganisinos vivos y que
en un momento dado pudiera constituir un riesgo en Ia salud de los animales que se
pretende proteger, Con respecto al uso de Ias bacterinas, se ha discutido mucho acerca
de la proteccién que brindan, debido que en en Ia mayoria de las veces se concluye que
confieren escasa protecelén e Incluso se menciona que pueden incrementar el daio
pulmonar, debido a que cuando los titulos de antlcuerpos antledpsula son altos sc
favorece el mecanismo de opsonizacién por anticuerpos especificos, facilitando que se
lleve a cabo Ia fagocitosis por los macrdfagos alveolares y los neutréfilos, dindose un:
respuesta de manera exacerbada que se fraduce en daito tisular del pulmén®,

La forna de registro del daiio pulmonar fue subjetiva aunque realizada por una

mlsma persona. El observador registrd en un esquema el drea Iesionada del pulmén,
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sin darle ningun valor numérico, por lo que en este tipo de registro cualitativo no pudo
efectuarse ningin andlisis de tipo estadistico y por lo tauto no puede ser reproducible,
a diferencia de lo realizado por Morales(1993) que recorté y pesd dichas dreas
registtadas en papel encontrando valores numéricos al los que pudo analizar
estadistlcamente, sln embargo no existe ningn antecedentes de estudios similares que
avalen la validéz de dicho métoda.

El estudio bacterioldgico de las mmestras de drganos de los 5 animales que
murieron a las 48 horas posteriores al desafio, se realizd inmediatantente después de
colectar Ias muestras, aislindose en todos los casos a partir de pulmén, rindn, higado
y bazo la cepa de desalio, lo que indica que cuanda los animales murieron se
encontraban en fase bacterémica. El estudio de los érganos de los 37 corderos restantes
se cfectud 7 dias después del desafio bacteriano y se aislé P. haemolytica de 32 muestras
de pulmén, resultando negativo el aislamiento a partir de los demds o6rganos. Para
explicar lo anterior es importante recordar que los mecaunismos de defensa del aparato
respiratorfo son mmy efectivos para atrapar, destruir y remover bacterias bajo
condiciones normales, pero si los mecanismos fallan, las bacterias se multiplican y
producen neumonias. Uno de los factores adversos niis importantes son las infecciones
virales ocasionando anormalidades en la actividad fgocitica del macréfago alveolar que
muestra disminuclén de los receptores de membrana para las porciones Fe de 1gG o
1gM, asi como para In fraccién C3b del complemento, por lo cual no pueden utilizar
estos anticuerpos opzonizantes en la captura e ingestién de bacterias. 'l’or otro lado
también disminuye la capacidad de quimiotaxis, ingestién, de fusién del fugosoma con

lisosomas, de Inactivacién y degradacién intracelular, lo que ocasiona finalmente [a

disfuncion del macréfago y que sca destrufdo por ol sistema innumitario al contener
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antigeno viral fagocitado. Por lo tanto, las bacterias pueden permanecer en el tejido
pulatonar hasta que se normalice fa actividad antibacteriana al generarse nuevos
macréfagos alveolares en el dia 12 postinfecclén viral®; esto explica que en la mayoria
de Ias muesiras de pulmon se haya tenldo éxito en la recuperacién de Pasteurella
hasmolytica en 86.48%, anngue puede haber influfdo la via de desafio que fue
transtordcica. La cifra encontrada fue uiny superior a Ia que se mencionn en otro
trabajo” en el que lograron recuperar a la bacteria en el 20% de los los animales que
sobrevivieron al desalio par via intratraqueal.

En Ia evaluacién de los inmunégenos en condiciones de campo se presentaron
algunas situaciones que pudieron haber influido en los resultados obtentdos; una de
cllas fue la formtacién de los grupes, debide a que el nimero de anhmales que se
necesitaban por grupo (n=80) fue integrado con animales de diferentes propitarios y
fue permanecieron en su rebaiio, aunque se corrobord que en todos los easos reunieran
condiciones stmilares de alojamiento, allmentacidn y mancjo. Otro nspecto importante
es que no se pudicron obtener las muestras sangufneas en las tiempos planteados (cada
7 dfas) y solamente se realizaron 3 muestreos en un periodo de 60 dias que duré la
evaluacién, por lo que al analizar las grificas de los titulos anticdpsula y antilencotoxina
de todos los grupos, no se observi la curvat caracteristica de la repuesta a un
inmunégeno.

Con respecto a los pardmetros de morbilidad y mortalidad por afecciones
respiratorias, ¢l mayor ndmero de animales enfermos (23) se  registré en el grupo
testigo de los cuales murieron 5; en contraste con el grupo tratada con leucotoxina en
¢l que enfermaron 3, de tos cuales murieron 2. Bl dato anterior es ol resultado mds

importante de csta fase ya que mutestra clavamente Ia diferencia que existe, con respecto



a resistencia a la infeccidn del aparato respiratorio, entre los animales que fuceron
tratados con 1a leucotoxina y los del grupo testigo.

Los resultados obtenidos en la fase de campo son dificiles de comparar con los
obtenidos por otros autores en condiciones de campo, que hayan sido similares a éstas,
dadas las caracteristicas tan partlenlares en las que se flevé a cabo como fueron las
siguientes: los grupos de animales evaluados no estuvieron concentrados en un solo
corral, sino que pertencefan a varios propictarios que en varias ocasiones no casperaron
para que se cumpliera adccuadamente los programas previamente establecidos y
acordados con ellos, de tal forma que Ias inoculaciones y Ia toma de muestras sufrieron
retrasos, habiendo desfase en e plan original y la presencia de variables no
contempladas, lo que afectd de manera importante la obtencién de los resultados, por
lo que tampoco se puede sacar una conciuslén definitiva, aunque los resultados
encontrados nos permiten pensar que los Inmundgenos a base de leucotoxina
sola(sobrenadante de cuitivo) y bacteria viva, son dtiles en la prevencion de los
problemas respiratorios,. pero es necesario evaluarlos en mayor niémero de rebaiios,
distintns épocas del aio y diferentes zonas geogrificas, para poder claborar una
conclusién definitiva al respecto.

También es necesario que en Ia investigacion sobre pasteurclosis wevmdnica en
rumiantes se enfoque lacin aspectos e permitan conocer con mds exactitud la
patogénesis del complejo respiratorio ya que existen miltiples interacciones huésped-
pardsite que periiten la colonizacién, invasién y evasidn a fas defensns del huésped.
Estudiar por ejemplo los factores que permiten la proliferaclén de P. hacmolytica en
nasofaringe, las sustancias que intervienen en la aiteraclén de fa secrecién salival o

mucosa nasal, las estiructuras y/o componentes bacterianos de superficie y fos receptores
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que son responsables de la adhierencia, ademis de los factores de virulencia que han
sldo estudlados en parte, tales como: protefnas reguladoras de hierro, proteinas de
membrann externa, endotoxinas, leucotoxing, pollsacdridos capsulares, fimbrias,
antfgenos aglutinantes serotlpo-especffico, neuraminidasa y gllcoproteasa nentral >+,
El tener i conocimlento detallado de lo anterior permitiria determinar el papel que
Juegan los factores de virulencia en la patogéuesis de In pasterclosls neuménien y
desarrollar cepas mutantes Incorporando plasmidos por conjugncidén, lo que permitiria
Ia mediclén in vivo e in vitro de diversos factores de virulencla, Otro aspecto importante
es la cuantificacién y caracterizacién del perfil antigénico pofencialmente protectivo de
las bacterias patégenas, para su incorporacién a lns vacupas, probar su eficacla y

seguridaul en las especie que va a ser utllizada®*,
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CONCLUSIONES.

- Se produjeron y probaron biolégicos experimentales, compuestos por bacterias vivas
y leucotoxina (sobrenadante de cultivo), capaces de evitar el daiio pulmonar producido
por el desafio experimental.

- Sc encontré que el sobrenadante de cuitivo (Ieucotoxing) protegié adecuadamente en
ol desafio experimental y dorante la fase de campo, ¢l grupo tratado con este antigeno
mostré el menor mimero de animales enfertros y muertos,

- En la fase experimental del presente trabajo y bajo las condiciones en que se realizé,
se abservd que existié una relacién directa entre titulos de anticuerpos y resistencia al
daiio pulmonar.

« Se observé que los bioldgicos que protegieron cn la fase experimental, brindaron
proteccién en condiclones de canipo; aunque las evidencias no son concluyentes.

- Se considera que es necesario realizar més evaluaciones en condiciones de campo.

- Es necesario continuar con la investigacién en neumonfas en rumiantes, abordando
puntos como: interaccidn virus bacterfa, factores de patogenicidad de fos principales
agentes bacterianos involucrados, antfgenos bacterianos potencialmente ntilizables en

la elaboracién de bioldgicos polivalentes (virus-bacterias).
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