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RESUMEN

En el presente trabajo se evaluaron dos inmunégenos elaborados a partir de Pasteurella
haemolytica, uno experimental y uno comercial, para la prevencion del complejo
respiratorio en ovinos. La evaluaciéon de campo se llevd a cabo en San Andrés Jaltenco,
Meéxico. Se utilizaren 105 corderas, las cuales fueron sometidas a ias mismas condiciones
de manejo, fueron distribuidas al azar en tres grupos: grupo testigo, grupo con inmundgeno
comercial y grupo con inmundgeno experimental. Los dos ltimos grupos se dividieron a su
vez en tres grupos de 15 animales para evaluar dosis de 2, 1.5 y I ml, se inmunizaron via
subcutianea y se tomaron muestras sanguineas en los dias 0, 15, 30 y 45, para obtener suero
y posteriormente determinar titulos de anticuerpos contra antigenos capsulares de los
serotipos Al y A2 y titulos de anticuerpos contra leucotoxina de P. haemolytica, por medio
de las pruebas de hemaglutinacion indirecta y ensayo simple visual respectivamente. Los
resultados obtenidos indicaron una mejor respuesta por parte de los animales inmunizados
con el producto experimental (P<0.05); comportandose mejor los del grupo con dosis de 2
ml alcanzando titulos promedio de 3.3 + 1.2 y 6.4 + 2.4 para los serdtipos A2 y Al
respectivamente, mientras tanto, los titulos maximos para el grupo experimental fueron en
el grupo de 1 mi de 4.7 + 1.2 para el serotipo Al vy en el grupo con dosis de 1.5 ml su
promedio maximo fue de 2.8 + 0.8 para el serotipo A2. El grupo testigo se comport6 en las
pruebas con un aumento, los titulos maximos de éste fueronde 2.5 + 1.7y 2.3 + 1.0 para
los serotipos Al y A2 respectivamente ocurriendo estos en el dia 45. En la prueba de
ensayo simple visual, para determinar titulos de anticuerpos contra leucotoxina, los grupos
tuvieron una respuesta similar, elevando sus titulos promedio hacia el dia 30, con poca

diferencia significativa entre etlos. Los titulos maximos para el grupo experimental fueron
i



de: 8.8 + 0.8 en el dia 30 para la dosis de 2 ml, 9.1 + 0.6 en el dia 45 para la dosis de 1.5
ml, 9.0 + 0.7 en et dia 30 para 1a dosis de 1 ml; para el grupo comercial: 10.6 + 0.8, 9.8 +
1.3, 9.7 + 1.6 todos en el dia 30 del experimento a dosis de 2, 1.5, i ml respectivamente y

para el grupo testigo: 9.4 + 1.1 en el dia 30.



INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias son un problema comin particularmente en regiones donde
persiste el clima humedo y caliente, temporadas de fuerte lluvia o tiempos de frios
muy prolongados que requieren el encierro nocturno de los animales ***%. Los
procesos neumonicos son considerados de suma importancia en la industria pecuaria,
debido a que afectan directamente el proceso productivo de las explotaciones
comel'ciales 1.6, 10,14, 13, 39, 41,42, 46-

A pesar de que los animales estan constantemente expuestos a microorganismos del medio,
la neumonia es un evento relativamente raro. Esto implica que los mecanismos de defensa
son muy eficaces para eliminar la gran mayoria de los microorganismos, antes de que se
establezcan en el tracto respiratorio y puedan causar enfermedad clinica *'.

Uno de los principales problemas infecciosos que limitan el desarrollo de la produccion
ovina, bovina y caprina, lo constituye el llamado complejo respiratorio. Con este nombre se
da a entender que el desarrollo de neumonias en rumiantes se debe a una interaccion de
multiples factores asi como diferentes agentes y no solamente 2 un microorganismo.
Dependiendo de la region geografica en particular y del tipo de explotacidon seran los
agentes infecciosos involucrados > *'.

La neumonia en ovinos se considera como una de las principales causas de
mortaltidad perinatal con indices que varian de acuerdo con la procedencia, tipo de
explotacion, época del afio, con cifras que fluctian del 10 al 40%, la morbilidad puede

llegar a ser del 40% " 10.30. 31 "En ovinos en pastoreo, la enfermedad se propaga lentamente

y la morbilidad es inferior a la observada en corderos concentrados en sistemas de



produccién intensiva. Las cifras de mortalidad en estos animales suele ser de 3%, pero
puede ascender en ocasiones entre 10y 20 % ',

El término “pasterelosis”, se emplea para referirse a los padecimientos causados por
Pasteurella en todas las especies animales **.

La pasterelosis produce grandes pérdidas en ovinos en casi todas las partes del mundo, no
solo por muerte, sino también por disminucién en ganancias de peso, menor eficiencia en la
conversion alimenticia, costos elevados del tratamiento especifico de la enfermedad en
animales afectados con neumonia cronica, costos del veterinario y decomiso en el rastro,
entre otros 10,27,30, 31, 41, 46, 47‘

Fasteurella haemolytica es un habitante normal y se considera como un importante

oportunista del tracto respiratorio de los bovinos, ovinos y caprinos, ya que usualmente

coloniza la parte alta de éste y bajo ciertas condiciones de inmunosupresién en el huésped,

que suele coincidir con la aparicion de brotes de la enfermedad, como: la permanencia de

los animales en corrales mal ventilados o con corrientes de aire, el transporte, la.
desnutricion,  infeccién  primaria por virus (virus respiratorio sincicial bovino,
Parainfluenza 3, Adenovirus), micoplasmas (Mycoplasma ovipneumoniae, M. arginini) o

parasitos  pulmonares {(Dictyocaulus filaria, Muellerius capillaris, Protostrongylus

rufescens) y el estrés, afectan los mecanismos de defensa, permitiendo el establecimiento

del microorganismo y dafio al tejido pulmonar, por esto la pasteurelosis neuménica es

considerada como un complejo respiratorio %1% 1929 27.31.32,40, 43, 48, 31, 53

Los microorganismos del género Pasreurella constituyen las bacterias mas frecuentemente
aisladas en estos procesos patotogicos '* ' > %2 P, haemolytica es una bacteria limitada

. . H 0
casi exclusivamente a los rumiantes 8 36, 3 "“.



Entre las caracteristicas generales de P. haemolytica se pueden mencionar que es
una bacteria de forma cocobacilar que mide de 1.4 por 0.4 um, es Gram negativa,
presenta una coloracién bipolar, {a cual es mas manifiesia con la tincion de Wright,
es anaerobia facultativa, inmovil, no forma espora, posee capsula y es oxidasa
positiva & 1419 41

La mayoria de las cepas fermentan los carbohidratos, pero producen una pequeiia cantidad
de 4cido, no fermenta lactosa o lo hace débilmente **,

En agar sangre, el crecimiento es aparente entre las 24 y 48 horas de incubacion, las
colonias son de tamafio variable, por lo general entre 2 y 3 mm de diametro, grisiceas, es
hemolitica e indol negativo & '*

La pasterclosis en ovinos se presenta principalmente en dos formas: una neumdnica,
causada por P. haemolytica biotipo A y otra generalizada producida por el biotipo T.
Los biotipos A y T son diferenciados por su capacidad de fermentar arabinosa ¢ trealosa
respectivamente. Dentro del biotipo A se determinan los siguientes serotipos Al, A2, AS,
A6, A7, A8, A9, All, Al2, Al3, Al4, Al6, Al7 y en el biotipo T los serotipos T3, T4,
T10, T15. Estos serotipos se han reconocido por hemaglutinaciéon indirecta o mediante
aglutinacion rapida en placa, de acuerdo a antigenos capsulares solubles-® 10 30. 36. 38, 41, 48,52
y su distribucién geogrifica es variable, lo cual puede ser importante en la formulacion de
inmunogenos.

En ovinos el serotipo mas importante es el A2, sin embargo, se han reconocido los 17
serotipos como patogenos y representan el 90% de los aislamientos. E! otro 10% permanece
como no tipificable y se duda de su patogenicidad '® 3% #!- #2.47.52

P. haemolytica produce en la fase logaritmica de crecimiento una sustancia soluble en

agua que es toxica para macrofagos y leucocitos en general, consta de una fraccién
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proteica, que es sensible a tripsina, es estable en presencia de oxigeno, no es dializable,
su actividad citotoxica optima es a 37° C y se inhibe a 4° C es estableapH de 2a 12 y
resiste el calor hasta 60° C. Es una citolisina formadora de poros y pertenece a la familia
de toxinas RTX. Tiene un peso molecular de 105 kDa y es comin a todos los serotipos de
P. haemolytica > 7% 1% [ 3 leucotoxina es estructuralmente similar a la hemolisina de
Escherichia coli y Acﬁnobacillus pleuroneumoniae > ',

La transmision probablemente ocurre por inhalacion o ingestion de mmaterial infectado,
aunque en menor grado la inhalacion de bacterias al sistema respiratorio puede estimular en
forma local o sistémica al tejido linfoide, esta primo-exposicién puede ser explotada
exitosamente en la inmunizacion si se utiliza los antigenos apropiados *!.

En Ia patogénesis de Ia enfermedad existen miltiples interacciones huésped-bacteria, que se
inicia con la inhalacion del agente, la colonizacidén nasofaringea, la llegada al alvéolo, la
respuesta a la colonizacién y por ultimo culmina con la evasion bacteriana a las defensas
del huésped *'.

Los virus actilan como agentes primarios y facilitan la infeccion bacteriana, debido a que
provocan un efecto citopatico directo en el aparato respiratorio, reducen la eliminacién
bacteriana por el epitelic mucociliar, facilitando la adhesion y colonizacién por estos
microorganismos, disminuyen la capacidad fagocitica det macrofago alveolar. Esto produce
una disminucion de la eficiencia de las células fagociticas en el pulmon. También se
menciona que otros mecanismos fagociticos pueden estar alterados durante la infeccion
viral, éstos incluyen: disfuncién de la quimiotaﬁs, adhesion de particulas, ingestion
fagocitica, unién fagosoma-lisosoma, muerte intracelular de bacterias, ademas de niveles
disminuidos de enzimas lisosomaies. El estrés y las infecciones virales, estimulan el

crecimiento en el huésped de la actividad de elastasa en la mucosa nasal, lo cual puede
6



disminuir las concentraciones de fibronectina y el incremento en la adherencia de P.
haemolytica *"*, También las diferencias en cuanto a factores de virulencia entre las cepas
aisladas de diversos cuadros neuménicos podrian jugar un papet determinante *"* ¥,

La P. haemolytica presenta diversos factores asociados con su virulencia tales como
la presencia de glicocalix, fimbria y endotoxina, proteinas de membrana externa,
proteinas  reguladas por hierro, antigenos  aglutinantes  serotipo-especifico,
staloglicoproteasa, neuroaminidasa, ademas de la produccion de una exotoxina que
ha demostrado ser toxica para los neutrdfilos, macrdfagos alveolares y linfocitos
de rumiantes, considerados los principales mecanismos de defensa pulmonar. Con la
muerte de cstas células también se liberan enzimas proteoliticas, histamina y otros
mediadores quimicos del proceso inflamatorio que contribuyen al dafio pulmonar; por estas
razones, se ha considerado a la leucotoxina producida por cada uno de los 17
serotipos, como el principal factor de virulencia de la bacteria; esta exotoxina estd
relacionada en todos los serotipos desde el punto de vista inmunolégico, funcional
y genético 714 1619.22, 27.30.33.36,41,42, 48, 50

Las estructuras de superficie de P. haemolytica responsables de la adherencia son
desconocidas. Las fimbrias han sido raramente encontradas en los aislamientos de P.
haemolytica. Los polisacaridos capsulares, el lipopolisacarido (LPS), las proteinas de la
membrana externa y los antigenos aglutinantes serotipo-especifico, podrian asumir el papel
de adhesinas en la ausencia de fimbrias *"-*%,

Entre otros factores de virulencia se ha reconocido también una proteina de superficie que

liga solamente transferrina de rumiantes, lo que concuerda con la especificidad de la

bacteria *2.



La endotoxina es similar al LPS de otras bacterias Gram negativas, es un factor de
virulencia considerado de importancia, capaz por si mismo, de generar en rumiantes una
respuesta inflamatoria semejante a las lesiones de casos naturales de pasterelosis
neumdnica. La endotoxina es directamente toxica al endotelio, por lo que puede
incrementar la permeabilidad capilar a nivel alveolar. La endotoxina daiia el endotelio
mediante la estimulacion del factor de necrosis tumoral y por la produccion de interleucina-
I por macréfagos atveolares *'.

Otro factor de virulencia asociado con la estructura celular de P. haemolytica es su capsula
con propiedades antifagociticas. Esta estructura, es de naturaleza polisacarida y le conftere
a cada serotipo sus caracteristicas diferenciales, asimismo, se le ha atribuido importancia
como inmunodgeno. Cuando el polisacarido capsular se administra a borregos es capaz de
iniciar una respuesta inflamatoria discreta a nivel alveolar **.

Una vez que P. haemoiytica gana el acceso al alvéolo pulmonar, factores bacterianos
estimulan una respuesta inflamatoria intensa y aguda. Estos factores bacterianos asociados
con los del haspedador, inducen dafio tisular localizado y estimulan una respuesta sistémica
asociada con el proceso inflamatorio agudo. El incremento de los eventos celulares
involucra la activacion de neutrdfilos por P. haemolytica y su tugar en la inflamacion
pulmonar es vital para entender la patogénesis de la enfermedad causada por este
organismo >4,

La participacion de la leucotoxina en la generacion de dafio tisular en el pulmén ocurre a
través de la activacion y destruccion de neutrofilos polimorfonucleares, los macrofagos
intervienen en la activacion de fosfolipasas con la subsecuente liberacidn del factor
activador plaquetario, la activacion de compuestos con efectos quimiotcticos y vasoactivos

derivados del acido araquidonico, la desgranulacion enzimdtica en los lisosomas, la
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generacion de radicales toxicos del oxigeno. También, la induccidn de <citocinas
proinflamatorias como la interleucina-1 y el factor de necrosis tumoral, contribuyen a la
formacion de una respuesta inflamatoria y en consecuencia dafio tisular. Asimismo, las
plaguetas pueden también contribuir a liberar fibrindgeno y compuestos vasoactivos en
presencia de la leucotoxina. Por otra parte, también se ha demostrado que la leucotoxina
induce la liberacién de histamina de las células cebadas del pulmon, lo que confirma la
importancia de este mecanismo inflamatorio en el desarrollo del dafio pulmonar ***,

Los neutréfilos, a través de los procesos inflamatorios invaden el pulmén en gran niimero,
aumentando el grado de dafio pulmonar en la enfermedad .

Existen algunas explicaciones para la susceptibilidad observada en los leucocitos
mononucleares. Primero los leucocitos moncnucleares de rumiantes no tienen el
mecanismo celular necesario para detoxificar un factor liberado por P. haemolytica, que las
células de otras especies son capaces de neutralizar; este factor citotoxico puede actuar en
rumiantes por una ruta metabolica que falte en los no rumiantes. Segundo, si la muerte
celular causa el dafio en la membrana lisosomal, los leucocitos mononucleares de rumiante
pueden poseer una membrana con sitios de recepcion para la citotoxina que falte en las
células de no rumiante *¢.

Los efectos citotoxicos de P. haemolytica en el macrofago alveolar, pueden también
contribuir  con la severidad de dafio pulmonar, al tener los macréfagos factores de
descarga que causan irritacion y deposicion de fibrina. Ademas, !a habilidad de las
bacterias para debilitar al macrofago y linfocitos puede ser importante en la iniciacién de la
enfermedad **.

Las investigaciones sobre la hemolisina de P. haemolytica han sido escasas, a pesar que

este factor le confiere a la bacteria su nombre, sin embargo su actividad hemolitica es
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reducida. La produccién de hemolisina no estd mediada por plasmidos, sin embargo, no se
ha identificado el gen que le confiere a la bacteria su actividad hemolitica. Investigaciones
sobre el papel de la leucotoxina demostraron que este factor es capaz de provocar
destruccion de eritrocitos de rumiantes y también de conejos. Por lo que la leucotoxina
misma puede ser el factor responsable del efecto hemolitico. Es probable que el papel
patologico de la hemolisina sea el de obtener hierro de los tejidos lesionados @

Cepas mutantes que no producen leucotoxing pueden inducir lesiones en puimén, esta
caracteristica resalta la importancia de otros factores de virulencia en la patogénesis de la
enfermedad *.

Los signos de la enfermedad respiratoria aguda se presentan en corderos de pocas semanas
de edad, o bien corderos después del destete y que son transportados a otras explotaciones
para someterlos a un sistema intensivo de produccion. En los corderos de corta edad, uno
de los principales factores predisponentes para el desarrollo de neumonia puede ser el no
haber ingerido cantidades suficientes del calostro 4631

Aquellos animales que desarrollan neumonia por interacciones virus-bacteria pueden no
mostrar signios clinicos y simplemente encontrarse muertos durante la inspeccién matutina
o pueden desarrollar un proceso crénico. En grupos de corderos pueden persistir estas
muertes siubitas durante todo el brote. El nimero de animales muertos tiende a
incrementarse en los dias siguientes ' *'.

El cordero enfermo de pasterelosis presentara con frecuencia tos, dificultad respiratoria que
puede acentuarse durante la marcha, fiebre, muestra la cabeza y orejas bajas, rehusa comer,
pierde peso progresivamente y se aparta del rebafio. A medida que avanza el brote se hace

mas evideate la dificultad respiratoria en el proceso y se observa entre otros signos, disnea,

espuma e¢n la boca, tos, descarga nasal y conjuntival. A la auscultacion se escucha
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estertores himedos y roce pleural. La muerte puede sobrevenir en unas doce horas a partir
de la aparicién de los primeros signos de enfermedad, pero en la mayor parte de los casos
no ocurre sino hasta pasados tres dias ' ',

En ovinos que han muerto por pasterelosis neumodnica aguda, se puede observar
una pleuroneumonia fibrinosa aguda. Se encuentra exudado gelatinoso grisiceo sobre
el pericardio y grandes cantidades de exudado pleural de color pajizo, mientras que
los pulmones estan agrandados, edematosos y hemorrégicos, debido a la entrada de
neutrofilos, deposicion de fibrina en alvéolos, trombosis capilar y formacién de
poros b3 1h .41

Las lesiones macroscépicas se encuentran confinadas al aparato respiratorio, con areas
craneoventrales de consolidacion, que fluctia por lo general de un 10 a un 60% de la
superficie pulmonar. Durante la etapa inicial de la neumonia, la zona afectada se encuentra
congestionada, firme, de aspecto brillante, pesada y con exudado seroso o serofibrinoso en
térax y pericardio. Conforme la infeccion progresa, el pulmon va torngndose de un color
1ojo & uno grisaceo, de consistencia firme y con abundante exudado fibrinoso que puede
producir adherencia entre la pleura parietal y visceral. De aqui en adelante pueden ocurrir
dos eventos: resolucion o cronicidad del caso. En la primera instancia, el tejido vuelve a
adquirir su color rosaceo, flexible y paulatinamente se recupera la capacidad de aereacion.
Si la infeccién persiste en forma activa se pueden producir adherencias cronicas,
bronquiectasia, o bien producirse el desarrollo de abscesos multifocales. Los linfonodos
bronquiales y mediastinicos se encuentran aumentados de tamafio, congestionados,
edematosos y a veces hemorragicos > '® %!,

Al examen microscopico (histopatologia), se observa una neumonia exudativa intersticial

(neumonia fibrinosa} caracterizada por un drea central de alvéolos congestionados con
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edema y fibrina en los espacios alveolares, acompafiados de masas de células
mononucleares inflamatorias. Las paredes alveolares pueden suffir necrosis. En ovinos que
sobreviven a la fase aguda de la enfermedad se puede observar la transformacion de
neutrdfilos, dando un aspecto arremolinado (células avenulares), alrededor de los alvéolos
necrosados, esto podria ser ocasionado por las propiedades de la leucotoxina '" 3

En el tejido conjuntivo interlobulillar y subpleural, los vasos linfaticos se encuentran
dilatados debido a la acumulacion de fluido edematoso y fibrina, Una banda de células
inflamatorias delimita la union de los septos interlobulillares, el tejido conjuntivo
subpleural y del tejido conjuntivo alrededor de bronquiclos y vasos sanguineos, del area
central de congestién y necrosis. Se puede apreciar trombosis de arteriolas pulmonares y
vénulas en las zonas afectadas *'.

El diagnostico de este complejo respiratorio, debe incluir aspectos clinicos, patologicos,
serologicos y microbiologicos %,

Es recomendable recolectar y enviar muestras de pulmén para intentar el aislamiento de
virus y bacterias, de aquellos animales que han muerto con signos de enfermedad
respiratoria y que tienen lesiones en pulmén. El aislamiento de bacterias como P.
haemolytica es 1til para establecer su biotipo y su serotipo correspondiente, con lo cual se
pude determinar que serotipos predominan en la zona geografica en cuestion. Sin embargo,
la serotipificacion de P. haemolytica no es rutinaria debido al tiempo y costo que involucra,
Con referencia al estudio virolégico, pocos laboratorios en México realizan este tipo de
actividad diagndstica *7*".

De no ser posible el aislamiento de virus, es recomendable tomar muestras de

suero de los animales afectados para determinar mediante pruebas como virus-



neutralizacion, los titulos existentes de anticuerpos neutralizantes contra los virus
respiratorios mas comunes *'.

La presencia de titulos de anticuerpos altos a P. haemolytica en el ganado puede ser
indicativa de una infeccion activa, enfermedad clinica o recuperacion subsecuente '*
Entre los agentes infecciosos aislados en las enfermedades respiratorias de ovinos se
mencionan como importantes; Mycoplasma ovipneumoniae, M. arginini, P. haemolytica,
adenovirus, virus de Parainfluenza 3 y virus respiratorio sincicial bovino, asi como,
Dictyocaulus filaria, Muellerius capillaris y Protostrongylus rufescens '%**%%

En los animales enfermos de neumonia, se puede observar un aumento en los valores de
cuenta de eritrocitos totales, hemoglobina y volumen celular, también es posible encontrar
neutrofilia con linfopenia, valores biequimicos dentro de los normales. La citologia del
liquido de la red bronguioalveolar, reveta un aumento en el nimero de neutrdfilos con
disminucién correspondiente en linfocitos *'.

La eleccion de antibidticos, dependera de la econemia y el éxito esperado con un producto
particular en determinada region. Cada animal clinicamente enfermo debera ser tratado por
separado. La duracion del tratamiento dependera de la gravedad de cada caso, la respuesta
lograda en los primeros dias, el valor econémico del animal, asi como el grado de
complicaciones que pudieran ocurrir (como pleuresia, abscesos pulmonares y
bronquiectasia) .

En ocasiones basta un tratamiento con antibidtico, lo que resulta mas economico para la
mayor parte de los casos, pero los animales gravemente afectados o aquellos que recaen

requieren un tratamiento diario por 3 a 5 dias. En los corrales donde existen grandes

cantidades de animales un paso importante es identificar con oportunidad los animales



enfermos. Estos deberan ser separados de los demas, examinados, tratados, identificados y
colocados en un corral aparte hasta que se recuperen ''.

La utilizacion de antibioticos en combinacién reduce la resistencia microbiana, por
gjemplo sulfonamida-trimetoprim con una dosis de 66-99 mg/kg y 33-30 mgkg
respectivamente *, eritromicina-oxitetraciclina con dosis de 15 mgkg y 20 mg/kg
respectivamente 2, penicilina-dihidoestreptomicina con dosis de 20000 a 30000 UL/kg y
20 mg/kg respectivamente. En la medicacion masiva se puede utilizar sulfametacina 100
mg/kg en agua de bebida por 5 a 7 dias, oxitetraciclina de 3 a 5 mg/kg en el alimento
durante 7 dias ''.

El macrélido tilcomisin es eficaz contra Pastenrella y Mycoplasma, a una dosis de 20
mg/kg de peso vivo, produciendo niveles terapeticos durante 3 6 4 dias en el pulmon .
Se recomienda el uso de corticosteroides como tratamiento auxiliar en los casos graves de
pasterelosis neumdnica. La razon para su uso es su efecto desinflamatorio. La
dexametasona en un tratamiento especifico se usa a razén de 1 mg/5 kg sin efectos
adversos evidentes ',

Aunque la inmunizacion ha tenido un impacto importante en reducir pérdidas econémicas
debido a las enfermedades infecciosas, la tecnologia de la vacunacion no ha cambiado
durante los ultimos afios. Sin embargo, con la llegada de la biotecnologia y la comprension
de factores de virulencia de agentes infecciosos, combinado con el conocimiento de la
respuesta inmune, s¢ ha creado una revolucion en el nimero de nuevos agentes que pueden
ser controlados potencialmente por inmunizacion >,

Los avances en biologia molecular, bioquimica, inmunologia y reas afines han producido
el desarrollo de muchas nuevas vacunas, asi como la de mejorar las que ya existen. La

disponibilidad creciente de estos inmundgenos, estd proporcionando la oportunidad para
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prevenir enfermedades infecciosas serias en grupos de edad diferentes y reducir la
morbilidad y mortalidad .

La prevencion de pasteurelosis neuménica por inmunizacion se ha intentado durante
muchos afios. Con respecto al uso de las bacterinas se ha discutido mucho acerca de la
proteccion que brindan, debido a que en la mayoria de las veces se concluye que
confieren escasa proteccion e incluso se menciona que pueden incrementar el dafio
pulmonar 9,12, 13,32, 45, 49, 50.

A pesar de lo anterior, en México se siguen utilizando las bacterinas, sin saber a ciencta
cierta su eficacia, serotipos utilizados y las caracteristicas de las cepas contenidas ' '® %,
Existen varias bacterinas de P. haemolytica en el mercado, sin embargo, la mayoria se
limita a P. haemolytica serotipo Al. Actualmente se han desarrollado diversos
inmunégenos para prevenir las neumonias por P. haemolytica en los rumiantes con
resultados aparentemente satisfactorios, en algunos casos, utilizando como antigenos:
bacterias vivas, bactertas muertas, material capsular, extractos bacterianos y leucotoxina
cruda, ademas de probar rutas de administracion como la oral y el uso de adyuvantes
sintéticos "%,

Se han utilizado varias vacunas experimentales y comerciales de P. hagemolytica, en un
esfuerzo por reducir la incidencia de la enfermedad; estos resultados sugieren que las
vacunas vivas son las mas eficaces. Esta proteccion se considera que es debido a la
produccién in vivo de factores de virulencia importantes y antigenos, como leucotoxina y
los componentes capsulares *. Sin embargo el médico de campo y los productores se
resisten a utilizarlos por los posibles efectos colaterales y su costo elevado.

Los inmundgenos a partir de bacterias vivas de cultivos de seis horas, son los que han dado

resultado més satisfactorios. Se argumenta que este tipo de biolbgicos son eficaces porque
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los cultivos jovenes producen méas material inmunogénico (material capsular, leucotoxina y
otros carbohidratos no muy bien definidos.). También la replicacion del agente en el sitio
de la inoculacion favorece la estimulacién de los mecanismos inmunolégicos mediados por
células *2.

Los sobrenadantes de cultivo de P. haemolytica contienen cantidades importantes de
leucotoxina y otros antigenos; éstos producen buena inmunidad previniendo los problemas
respiratorios, es un excelente inmundgeno y es necesario evaluarlo bajo distintas
condiciones. Sin embargo, es importante mencionar que los anticuerpos exclusivos contra
leucotoxina, no son suficientes para conferir inmunidad "> "%,

Los inmundgenos que contienen varios serotipos de P. haemolytica estimulan la produccion
de anticuerpos en ovejas prefiadas, de este modo los corderos reciben anticuerpos del
calostro, lo cual interfiere con la produccion de anticuerpos en los corderos, si éstos son
vacunados a edad temprana '. La deficiente respuesta y funcién de células fagociticas del
cordero, se debe a que éste madura después de cinco semanas de edad. Ocurriendo casos en
el campo, donde se puede presentar cuadros de pasterelosis natural en corderos mayores de
dos meses generalmente de forma septicémica **°!.

Las “nuevas” vacunas, han mostrado buenos niveles de proteccién en pruebas de
laboratorio, pero pocas pruebas de campo se han podido llevar a cabo °.

Es reconocido que la inmunizacion es el mejor método para el control de la pasterelosis y
las investigaciones se han concentrade en ia identificacién y caracterizacion de
inmunogenos potencialmente protectivos en cepas de origen ovino. El requisito esencial
para medir inmunidad protectiva es contar con un sistema real y relevante para reproducir

. . -1 41
el cuadro en el animal, aunque esto no es facil *'.
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El desarrolio de inmundgenos en México permite conocer las cepas nacionales y serotipos
mas comunes de acuerdo a las zonas geograficas y disminuir los costos de produccion.

En México recientemente se estan introduciendo inmunodgenos que son indicados para
bovinos y se han empezado a utilizar en borregos, sin haber sido previamente evaluados,
obviamente e costo es elevado. No se tienen datos en cuanto a dosis y -no se sabe si tienen
capacidad protectiva. Esto se debe a que los laboratorios nacionales que producen
biolégicos solo producen bacterinas que son poco eficaces para prevenir la pasterelosis

neumonica.



OBJETIVOS

Objetivo general.
® Evaluar a nivel de campo la respuesta serologica de dos inmunogenos, uno comercial
(bacterina-toxoide) y uno experimental (sobrenadante de cultivo, células completas

inactivadas), contra Pasteurella haemolytica en ovinos; asi como evaluar diferentes dosis

preventivas.
Objetivos particulares.
* Determinar anticuerpos contra antigenos capsulares del serotipo Al y A2 de P

haemolytica; ensuero deovinos inmunizados contra la pasterelosis neuménica.

* Determinar anticuerpos contra la leucotoxina de Pasfeurella haemolytica, en suero de

ovinos inmunizados contra la pasterelosis neuménica.

* Determinar la mejor respuesta a la inmunizacion con diferentes dosis.



MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron 105 corderas F1 (Merino-Dorset y Merino-Suffolk) de origen
australiano, entre cinco y seis meses de edad, clinicamente sanas, confinadas en corrales
con piso de tierra y techos de lamina, con una alimentacién de mantenimiento (paja de
avena y alimento comercial) y agua ad libinum. La explotacion se encuentra ubicada en San
Andrés Jaltenco, México.

Diseilo experimental. Los animates se seleccionaron al azar para formar 7 grupos de 15
animales para evaluar dos inmunogenos a tres diferentes dosis y tener un grupo testigo. A
todas las corderas se les tomo muestra de sangre, mediante venopuncion yugular utilizando
tubos vacutainer con heparina como anticoagulante, al dia 0, 15, 30 y 45 después de haber
sido inmunizados, para obtener suero, y determinar titulos de anticuerpos contra antigenos
capsutares y contra leucotoxina de P. haemolytica mediante las técnicas de
hemaglutinacion indirecta y ensayo simple visual respectivamente.

Los animales quedaron distribuidos de la siguiente forma;

GRUPO INMUNOGENO DOSIS VIA DE
ADMINISTRACION
1 EXPERIMENTAL 2.0 ml SC**
2 EXPERIMENTAL 1.5ml SC
3 EXPERIMENTAL 1.0 ml SC
4 COMERCIAL 2.0 ml SC
5 COMERCIAL 1.5 ml SC
6 COMERCIAL 1.0 ml SC
7 TESTIGO* 2.0ml sC

*Solucion salina fisiclégica, **subcutinen

Inmundgeno comercial (One-Shot): Es una bacterina-toxoide para vacunar bovinos sanos

y previene la pasteurelosis neumonica causada por P. haemolytica tipo Al. Contiene




bacterias completas muertas del serotipo Al y un compuesto antigénicamente similar a la
leucotoxina, denominado leucotoxoide. Es un producto inactivado, contiene un diluente

esténil con un adyuvante para incrementar la respuesta inmune.

Inmunégeno experimental: elaborado en el CENID-Microbiologia del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en el proyecto “Complejo
respiratorioc de rumiantes”. Es una bacterina-leucotoxina para vacunar ovinos sanos y
previene la pasteurelosis neuménica causada por P. haemolytica. Contiene bacterias
compietas muertas de los serotipos Al y A2 y un sobrenadante de cultivo rico en
leucotoxina y otros antigenos de P. haemolytica (con una masa antigénica de 1 x 10° UFC/
mi). El sobrenadante se obtiene por cultivo de Pasteurella haemolytica serotipo Al y A2
hasta su fase de crecimiento logaritmico en medio RPMI-1640 adicionado con suero fetal
boving. Este sobrenadante es evaluado para determinar su efecto citotéxico y para
determinar la presencia otros antigenos potencialmente protectivos. Se utilizan cepas de

origen ovino para su elaboracion,

Hemaglutinacion indirecta para la determinacién de anticuerpos contra antigenos
capsulares de P. haemolytica.

1. Obtencion de eritrecitos. Se tomaron muestras de sangre periférica de ovinos con tubos
vacutainer, los cuales contenian heparina como anticoagulante, posteriormente se
centrifugaron a 800 xg por 5 minutos, el sobrenadante se decantd, el paquete celular se
resuspendio en solucion salina balanceada (SSB) 1x y se repitié el mismo procedimiento

de centrifugar y resuspender en dos ocasiones mas para eliminar elementos plasmaticos.
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2. Elaboracion de antigeno. Se cultivé la bacteria, Pasteurella haemolytica serotipo Al y
AZ2 por separado, en 300 mt de medio caldo infusion cerebro corazon (BHI) durante 18
horas & 37° C, en bafio Maria con movimiento constante. Posteriormente se inactivé a 56° C
por 30 minutos, se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agregaron eritrocitos de ovino a
una concentracion del 1%, se incubé en baiio Maria durante una hora a 37° C. Una vez
concluido el tiempo de sensibilizacion, el contenido de los matraces se centrifugé a 800 xg
durante 5 minutos, se decanté el sobrenadante y se lavo el paquete con SSB Ix por tres
ocasiones, el paquete celular se resuspendié en SSB 1x. Para conservar se agregd formol a

una cencentracion final de 0.3%.

3. Determinacion de anticuerpos de antigenos capsulares. En placas de microtitulacion de
96 pozos en forma de *“U™ se agregaron 25 ul de SSB 1x en todos los pozos; en el primer
pozo de cada fila se agregd 25 pl de suero problema. Se hicieron diluciones dobles de los
sueros hasta la fila “H”. Posteriormente se agregaron 25 ul de eritrocitos sensibilizados con
P. haemolytica del serotipo a probar (Al & A2). Se dej6 reposar durante dos horas y se
realiz6 la lectura.

Un fondo con un punto rojo en el centro del pozo indica que no hay presencia de
anticuerpos anticapsula en el suero.

Un fondo con una corona en el centro del pozo, indica aglutinacion de los eritrocitos
sensibilizados y por lo tanto presencia de anticuerpos anticapsula com capacidad
hemoaglutinante en el suero.

Para esta prueba se utilizaron sueros controles positivos y negativos como referencia.
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Ensayo simple visual para la determinacién de anticuerpos contra la leucotoxina de P.
haemolytica,

L. Obtencion de leucotoxina para la prueba simple visual. Se sembraron cepas de P.
haemolytica serotipo Al y A2 en agar sangre y fueron incubadas a 37° C durante 18 horas.
Se procedié a cosechar y cultivar en matraces que contenian 250 ml de medio RPMI 1640
adicionado con 7% de suero fetal bovino. Se incubé, para favorecer la multiplicacion de la
bacteria en bafio Maria a 37° C con movimiento constante durante cinco a seis horas, donde
la bacteria alcanza su fase de crecimiento logaritmico detectado por un cambio de color del
medio el cual se torna amarillo y con una apariencia turbia. Se centrifugé a 1500 xg por 20
minutos, se decantd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en un medio fresco
para una segunda incubacion de una a dos horas a 37° C en bafio Maria con movimiento
constante. Posteriormente se centrifugd para obtener el sobrenadante del cual se obtuvieron
alicuotas para determinar su efecto citotoxico por medio de ensayo simple visual

(titulacion).

2. Choque hipotonico para la obtencion de leucocitos de sangre periférica de ovinos. Se
tomaron muestras de sangre periférica de ovino con tubos vacutainer, los cuales, contenian
heparina como anticoagulénte. La sangre se depositd en tubos de polipropileno de 50 ml a
los cuales se les adicion [a misma cantidad de agua destilada por 30 segundos, provocando
el choque hipotdnico que produce la lisis de los eritrocitos. Posteriormente, se le agrego la
misma cantidad de SSB 2x, con lo cual se detuvo la lisis eritrocitica. Se centrifugé a 800
xg. durante 5 minutos. Este procedimiento se realizd hasta obtener el paquete cefular
blanco, libre de eritrocitos. El paquete celular blanco se resuspendio en medio RPMI 1640 a

una concentracion de 1x10° célutas/mi.
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3. Titulacion de leucotoxina. En placas de microtitulacion de 96 pozos de fondo piano se
agregaron 100 ul de RPMI 1640 a todos los pozos y se agregaron 100 ul de sobrenadante
de los cultivos de P. haemolytica a la primera fila de pozos. Se realizaron diluciones
dobles, pasanda 100 ul de la fila “A” a la “B” y de la “B” a la “C” y asi sucesivamente
hasta la fila “H”; se agregaron 100 ul de leucocitos obtenidos por choque hipotonico y se
incubd por una hora a 37° C. Posteriormente se centrifugd la placa a 800 xg durante 5
minutos y se decanté el sobrenadante, se adicioné formalina al 10% a todos los pozos de la
placa, para fijar las células y a los 20 minutos se agregd cristal violeta al 1% y 5 minutos
después se realizé la lectura previo lavado de las placas.

Un fondo claro en los pozos indica fa presencia de leucotoxina la cual ejerce su actividad
litica sobre los leucocitos eliminando el sustrato cetular a tedir.

Un fondo de color azul indica la presencia de células y por lo tanto la ausencia de

leucotoxina o el efecto de dilucion de la misma.

4. Determinacidn de anficuerpos contra la leucotoxina de P. haemolytica. Esta prueba se
fundamenta en la capacidad que tiene la leucotoxina de P. haemolytica para lisar a las
célutas “blanco” y la capacidad de los anticuerpos presentes en el suero de los animales
para inhibir este efecto citotdxico.

Se agregaron 192 ul de RPMI 1640 en microplacas de titulacion de 96 pozos de fondo
plano y 8 pl de suero problema fueron depositados en la primera fila, para iniciar con una
dilucién de 1:25, se realizaron diluciones dobles del suero, se agregaron 100 pul de
leucotoxina ya titulada (titulo 1:2), y se adicionaron100 pl de células (leucocitos) a todos

los pozos. Se dejo incubar una hora a 37° C y se centrifugd a 800 G durante 5 minutos, se
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decantd el sobrenadante y se agrego formalina al 10% para fijar las células, pasados 20
minutos se agrego cristal violeta al 1% y después de 5 minutos se realizé la lectura de los
resultados previo lavado de las placas.

Un fondo claro indicara la ausencia de anticuerpos, por lo que la leucotoxina queda libre
ejerciendo su efecto de lisis sobre las célufas “blanco” eliminando el sustrato celular a teiiir.
Un fondo de color azul indica la presencia de anticuerpos neutralizantes de leucotoxina en
SU€ro.

Para cada ensayo se utilizaron sueros controles positivos y negativos como referencia.

Anilisis estadistico. Se analizaron las variables: niveles de anticuerpos contra antigenos
capsulares y leucotoxina con una analisis de varianza con un disefio en arreglo factorial
anidado con rompimiento en tiempo. Los titulos serologicos se expresan logaritmicamente

en base 2 para facilitar la interpretacion de los datos y analisis.
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RESULTADOS

Desde el inicio del trabajo el suero obtenido de los corderos antes de la inmunizacidn,
presentd anticuerpos contra Pasteurella haemolytica desde un principio.

En el grupo de corderos inmunizados con el biologico experimental, los titulos de
anticuerpes contra el serotipo Al de P. haemolytica (Fig. 1) se puede notar un aumento
gradual en los cuatro muestreos (dias 0, 15, 30 y 45). Se observa que los animales tratados
con dosis de 2 ml alcanzan su maximo titulo en ¢l dia 45 siendo éste de 6.4 + 2.4, los otros
dos grupos tratados aumentan sus titulos de anticuerpos aunque no de manera tan
significativa como el primer grupo, la dosis de 1.5 ml en el dia 45 alcanza su promedio
méximo de titulos que fue de 3.9 + 2.2 y la dosis de 1 ml alcanza el titulo miximo en el dia
15¢con3.0+ 1.1.

En la Fig. 2, se muestran los resultados obtenides con los animales inmunizados con el
biologico comercial, donde se observa que también hay un aumento en los titulos, pero no
es tan importante como en la figura anterior, 1a dosis de 2 mi tuvo su maximo de titulos en
el dia 30 alcanzando 3.1 *+ 1.5, la dosis de 1.5 ml tuvo un compaortamiento de meseta
alcanzando niveles de 2.9 + 1.5 y 2.8 + 1.2 en los dias 15 y 30 respectivamente. Los titulos
alcanzados con la dosis de 1 ml fue mayor 2 las dosis de 2 y 1.5 ml alcanzando su méximo
nivel en el dia 15 que es de 4.7 + 1.2 y se observa una caida brusca hacia los dias 30 y 45.
En las figuras 3, 4 y 5, se presentan las comparaciones entre las dosis utilizadas de los
grupos experimental y comercial, se puede observar que los animales del grupe con vacuna
experimental con dosis de 2 ml tuvieron mayor respuesta (P<0.05), los animales vacunados
con 1.5 ml se comportaron de forma similar (P>0.05) durante los dias 0, 15 y 30 y solo

hacia el dia 45 los anticuerpos contra antigenos capsulares aumentd sus niveles, sin
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embargo, la dosis de 1 ml con inmunégeno comercial tuvo mejor respuesta que el grupo
experimental durante los dias 15 y 30 (P<0.05).

En la Fig, 6 se puede observar el comportamiento correspondiente de los anticuerpos contra
antigenos capsulares del serotipo A2 de P. haemabztica del grupo de animales tratados con
el inmundgeno experimental, se representa como en la Fig. 1, un aumento en los titulos
desde el dia 15, donde la dosis de 2 m! alcanza su nivel maximo en el dia 30 con titulos de
3.3+ 1.2 con una posterior disminucion. La dosis de 1.5 ml tuvo su mejor respuesta al dia
15 con titulos de 3.0 + 1.2, la cual disminuye drasticamente en los dias 30 y 45, obteniendo
titulos similares al grupo de 1 ml y al testigo. La dosis de 1 ml tuvo un comportamiento
ascendente pero no importante.

En la Fig. 7, se observa el grupo tratado con el inmunoégeno comercial donde los animales
vacunados con la dosis de 2 ml no elevaron los titulos de anticuerpos contra antigenos
capsulares de manera importante, durante todos los muestreos, comportandose mas bien
como una meseta, la dosis de 1.5 ml tuvo [a mejor respuesta en este grupo con titulos de 2.8
+ 0.8 en el dia 15, teniendo posteriormente una disminucion hasta titulos de 1.6 + 0.6; la
dosis de 1 ml también tuvo una elevacion hacia el dia 15 con titulos de 2.2 + 1.1 y
comportandose de la misma forma que la dosis de 1.5 ml.

La Fig. 8, 9 y 10, contienen las graficas comparativas de las dosis entre los grupos
experimental y comercial. Se puede cbservar que los titulos en el grupo con dosis de 2 ml
(P<0.05), el grupo experimental tuvo mayor respuesta (Fig. 8), la dosis de 1.5 ml se
comporta de manera similar (P>0.05), en los dos grupos, durante todos los muestreos (Fig.
9) y 1a dosis de 1 ml del grupo comercial fue mayor (P<0.05) en sus titulos (Fig. 10).

Los titulos contra la leucotoxina de P. haemolytica 6bservados en la Fig. 11 con los

animales inmunizados con el biolégico experimental tuvieron buenos resultados alcanzando
26



su nivel maximo al dia 30 con titulos de 8.8 + 0.8 con dosis de 2 ml, 9.1 + 0.6, con daosis de
1.5 ml y 9.0 + 0.7 para la dosis de | ml, aunque no se hayan mostrado diferencias
estadisticas significativas (P>0.05) entre los grupos.

En la Fig. 12, se observa el promedio maximo de titulos alcanzados por el grupo comercial,
en este caso, también se presento en el dia 30 con 10.6 + 0.8 para la dosisde 2 ml, 9.8 + 1.3
dosis de 1.5 mt y 9.7 + 1.6 dosis de 1 ml. La diferencia estadistica no fue significativa
(P>0.05) entre los grupos.

En el cyadro 1 se puede observar el promedio de los titulos de las pruebas realizadas para la
evaluacion de los inmunégenos contra P. haemolytica.

Cabe mencionar que durante la fase de evaluacidn se observaron dos casos de problemas
respiratorios clinicos en animales del grupo testigo, uno se resolvié favorablemente con
tratamiento convencional y el otro caso concluyd en muerte observindose lesiones

neumonicas a la necropsia.
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Cuadro 1. Promedio de titulos de anticuerpos contra antigenos capsulares de los
serotipos A1, A2 y leucotoxina de Pasteurella haemolytica

GRUPO EXPERIMENTAL

1ER MUESTREC 2° MUESTREO 3er MUESTREC 4* MUESTREGC TOTAL
PROM.DESVEST PRO.DESVEST PROM.DESVEST | PROM.DESVEST | PROM.DESVEST
DOSIS 1ml At 0.7+0.8 3.0+1.1 20+08 27+08 21+13
BOSIS 1ml A2 0.8+1.0 168+1.4 14+1.1 1.9+0.7 14+11
0OSIS tmi LCT 8.5+0.7 55+0.8 9.0+ 0.7 83+07 68+1.6
DOSIS 1.5ml A1 13+2.0 24+11 23+14 39+22 24+20
DOSIS 1.5mi A2 0.1+03 30+1.2 1.8+0.7 1.7+05 1.7+1.3
DOSIS 1.5mILCT 63+1.1 6.6+09 85+ 1.7 9.1+08 76+1.7
DOSIS 2mi A1 15+1.4 29+14 34+09 84+24 3.3+23
DOSIS 2ml A2 0.7 +1.7 3.0+11 33+1.2 27+08 24+1.6
DOSIS 2mILCT 8.0+1.1 63+1.0 88+08 74+09 71+2.0
GRUPO COMERCIAL
1er MUESTREG 2 MUESTREQ 3er MUESTREO 4* MUESTREOQ TOTAL
PROM.DESVEST PRO.DESVEST PROM.DESVEST | PROMDESVEST | PROM.DESVEST
DOSIS 4mi At 20+1.4 4.7+1.2 23+1.0 31+1.3 3.0+16
DOSIS tmi A2 11+1.1 22+11 2.0+0.7 0.9+05 18+1.0
DOSIS tmi LCT 56+0.8 58+0.7 9.7+18 9.1+1.0 7.5+ 2.1
DOSIS 1.5mt A1 20+18 29+15 28412 23+08%8 25+14
DOSIS 1.5m| AZ 01+04 28+08 22+13 1.6+0.8 1.7+13
DOSIS 1.5m LCT 59+1.0 6.4+1.0 98+1.3 79+1.2 75+19
DOSIS 2mi A1 09+1.2 22+14 31+15 24+11 21+15
DOSIS 2ml A2 0.9+1.0 1.5+1.3 16+1.1 1.5+1.1 1.4+ 11
DOSIS 2mILCT 6.2+06 6.6+0.9 106+ 0.8 88+09 80+22
GRUPQC CONTROL
1Er MUESTREO 2* MUESTREO 3er MUESTREQ 4* MUESTRED TOTAL
PROM.DESVEST PRO.DESVEST PROM.DESVEST | PROM.DESVEST | PROM.DESVEST
A1 13+15 1.8+1.4 20+1.2 25+17 1.9+15
A2 0.5+1.1 1.7+1.1 1.4+07 23+1.0 15+12
LCT 5.0+22 53+1.7 9.4 +1.1 9.1+0.9 72+28
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DISCUSION

En la actualidad se han desarrollado una diversidad de inmunégenos para prevenir la
neumonia causada por P. haemolytica con resﬁltados aparentemente satisfactorios en
algunos casos. Estos inmundgenos varian en cuanto a su via de administracion, adyuvantes
utilizados, tipos de antigenos; vivos, muertos, extractos y masa antigénica. Al comparar las
vias de administracién utilizadas en los experimentos se ha demostrado que las de mayor
eficacia son: la via subcutdnes, intradérmica y aerolizada (esta dltima solo de forma
experimental) para el caso de bacterias vivas; en tanto que para bacterias muertas {a via
subcutanea es la mas eficaz. El uso de las bacterinas simples, por su poca eficacia en la
prevencion de problemas y exacerbacion de la enfermedad clinica, se va desechando dia
con dia '*3.

Los resultados obtenidos en el desarrollo de vacunas contra la pasterelosis neuménica han
sido controversiales en muchos casos y a menudo confiisos. Ademas la terminologia que se
ha aplicado a la pasterelosis neuménica a lo large de los afios ha complicado la
interpretacion de muchos estudios *" **. La estrategia de anilisis de muchos estudios
experimentales y de campo también ha sido criticada. Por ejemplo, algunos estudios no
contienen informacion suficiente sobre la evaluacion de las vacunas y herramientas
metodolégicas utilizadas*.

En el presente trabajo se evaluaron dos inmundgenos, uno comercial que segin las
especificaciones del laboratorio, es una bacterina-toxoide, por lo tanto, contiene bacterias
completas muertas del serotipo Al de Pastewrella haemolytica y un compuesto
antigénicamente similar a la leucotoxina. Y un inmunogeno experimental que contiene

bacterias muertas de los serotipos A2 y Al de P. haemolytica ademas de un sobrenadante
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rico en leucotoxina. La finalidad del estudio fue determinar los titulos de anticuerpos contra
antigenos capsulares de los serotipos Al y A2 y anticuerpos contra leucotoxina de P.
haemolytica mediante las pruebas de hemaglutinacion indirecta y ensayo simple visual
respectivamente.

En el caso de la pasterelosis neuménica, los titulos de anticuerpos altos no siempre han sido
sindnimo de proteccion, sin embargo, suelen ser un indicador de la respuesta inmunologica
que se esta generando en los animales. Es importante sefialar que los mecanismos inmunes
contra P. haemolytica son complejos e incluyen, entre otros: la inmunidad mediada por
células, la presencia de IgA en secreciones y la opsonizacion por anticuerpos especificos
conferida por IgG, 1gM ¢ I1gE. Otro mecanismo importante es el complemento presente a
nivel sérico y local. Ademas se considera importante la presencia de anticuerpos
neutralizantes de la leucotoxina en suero y secreciones bronquioalveolares ** 4% %,

En el presente trabajo se observo que los animales tratados con el inmunégeno comercial
tuvieron una respuesta de anticuerpos contra €l serotipo A2 de P. haemolytica, sin embargo
en las especificaciones del laboratorio este serotipo no esta incluido.

En un trabajo paralelo realizado con conejos, en el CENID-Microbiologia, donde se
utilizaron los mismos inmunogenos, se observd que no hubo respuesta de anticuerpos
contra los antigenos capsulares del serotipo Al en el inmundgeno comercial y fue muy
evidente la respuesta contra ¢l serotipo A2, aun cuando las especificaciones del producto
comercial indican que contiene el serotipo Al y no es contemplado el serotipo A2. Esto
podria tener una ventaja si la vacuna estuviera indicada para borregos dado que el serotipo
mas comun en estos animales es el A2, Sin embargo, esta vacuna fiue desarroliada para

utilizarse en bovinos y en este caso el serotipo mas comin es el Al ¥,
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Como pudo observarse, los animales del grupo testigo tuvieron una elevacion en los titulos
de anticuerpos contra antigenos capsulares y leucotoxina al final del experimento
comparable con los animales inmunizados. Este aumento puede ser debido a una infeccion
subclinica, dado que los animales habian sido transportados algunos dias antes de iniciar el
trabajo y estaban en un proceso de adaptacion a un clima y a una estacidn del aifo
completamente distinta al lugar de su procedencia, a esto se le puede agregar las
condiciones de transporte a las que fueron sometidos donde el hacinamiento y la poca
ventilacién pudieron jugar un papel importante en el desarrollo del proceso neuménico.
Con las técnicas utilizadas en el trabajo no es posible determinar si los anticuerpos
presentes eran postvacunales o producto de una infeccion subclinica. Cabe mencionar que
algunos animales del grupo control presentaron cuadro clinico de neumonia y uno de ellos
murio y el examen postmortem reveld lesiones neumonicas, sin embargo, no fire posible
realizar un examen bacterioldgico del pulmén. Un detalle que soporta esta hipotesis de la
infeccidén por una cepa de campo es que algunas veces los titulos de anticuerpos contra la
leucotoxina fueron mas altos que en los animales inmunizados. En un trabajo realizado
previamente a nivel campo® se demostré que los titulos de anticuerpos contra la
leucotoxina de P. haemolytica en animales enfermos clinicamente de neumonia son bajos al
momento de detectarse la enfermedad y 15 dias después existe una seroconversion y los
titulos sen mas altos en animales enfermos comparado con animales inmunizados.

La masa antigénica total (dosis) puede afectar la respuesta inmune. La eficacia de
algunas vacunas es dosis dependiente. La masa antigénica inicialmente baja puede ser
apropiada para la vacuna **. En este trabajo, los titulos de anticuerpos contra antigenos

capsulares de los serotipos Al y A2 de P. haemolytica observados en los animales
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tratados con el inmunégeno comercial fueron mas altos utilizando una dosis de 1 ml
alcanzando titulos de 4.7+ 1.2y de 2.2 + 1.1 en el dia 15.

El reciente progreso ha empezado a caracterizar inmunologicamente los componentes
importantes de los organismos de Pasfeurella que pueden volverse basicos en la
elaboracion de vacunas en el futuro. Los anticuerpos a leucotoxina y ciertos componentes
de la superficie bacteriana parecen ser importantes en la resistencia a la enfermedad. La
incorporacion de estos antigenos mayores en las vacunas futuras ayudaran a entender los
factores necesarios para proteger los ovinos contra la pasterelosis neuménica *'.

El efecto protector observado, quiza no se debe a la leucotoxina exclusivamente, ya que en
el sobrenadante utilizado, por su proceso de elaboracion, estin contenidos otros antigenos
solubles que podrian jugar un papel importante en la proteccion conferida a los animales.
Entre estos antigenos se encuentran extractos solubles capsulares, LPS, proteinas de
membrana y otros productos del metabolismo de la bacteria. Es necesario destacar que en
algunos trabajos, se ha observado cierto grado de proteccion con el uso de bacterinas y
otros extractos lo que sugiere que otros antigenos aparte de la leucotoxina pueden ser
importantes en conferir proteccion contra la pasterelosis neumonica '+,

La resistencia por parte de los productores para la utilizacion de vacunas vivas ha lievado a
crear nuevas alternativas, como es el inmundgeno que se desarrollo en el presente trabajo,
elaborado a partir de bacterias vivas de cultivos de seis horas, que son los que han dado
resultados mas satisfactorios, argumentandose que este tipo de bioldgicos son mas eficaces
debido a que los cultivos jovenes producen mas material inmunogénico entre el que se
encuentra material capsular, leucotoxina y otros carbohidratos no muy bien definidos,

gracias al crecimiento que tienen los componentes de la bacteria en la fase logaritmica.



También la replicacion dei agente en el sitio de la inoculacién favorece la estimulacion de
los mecanismos inmunolégicos mediados por células '#2!.

El fracaso de un inmundgeno contra los procesos neumonicos, como se ha mencionado en
otros trabajos, se debe a que los serotipos utilizados en la inmunizacién no corresponden a
la zona geografica 0 no cumpten con las especificaciones indicadas por el laboratorio; uno
de los factores principales en la proteccion de los procesos neuménicos es la leucotoxina y
su presencia en los inmundgenos es importante, v su produccion dptima dependera de las
cepas, €l medio de cultivo y los productos utilizados para el enriquecimiento de éstos.

El desarrollo de bioldgicos en México, implica varias ventajas que incluyen: bajo costo de
preduccion, inclusién de cepas nacionales y los serotipos mas comunes de acuerdo a las

zonas geograficas, el desarrollo de biologicos especificos para las diversas especies

animales, entre otros.
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CONCLUSIONES

Si bien, los titulos de anticuerpos contra los serotipos Al y A2 de Pasteurella haemolytica
para el grupo experimental fueron significativamente mas altos que los del grupo
comercial, es recomendable realizar un estudio que incluya el desafio y evaluacion de
lesiones al sacrificio.

La elaboracién de nuevos inmunogenos para prevenir el complejo respiratorio en las
especies de produccion del pais, deberan basarse en los serotipos de los microorganismos
presentes en cada region geografica,

Nuevos trabajos sobre el complejo respiratorio deberan ser dirigidos a comprender los

mecanismos de defensa celular.
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