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RESUMEN

Mannheimia haemolytica, antes conocida como Pasteurella haemolytica
es uno de los principales patégenos asociados a problemas neumonicos en
rumiantes. Se han reconocido, por hemoaglutinacién indirecta, 17 serotipos de
acuerdo a antigenos capsulares solubles, siendo los mas importantes A1y A2,
ademas de la leucotoxina; la cual es toxica para macrofagos y leucocitos.

El objetivo fue evaluar la respuesta serolégica a la aplicacion de cuatro
biolégicos comerciales y uno experimental, los cuales son utilizados para la
prevencion de la Pasteurelosis neumoénica en ovinos, para lo cual se utilizaron
180 ovinos criollos de 2 a 4 meses de edad, los cuales se distribuyeron de

manera aleatoria en 6 grupos de 30 ovinos cada uno.

Utilizando un inmundgeno experimental denominado “A” el cual contiene
bacterias muertas formalinizadas de M. haemolytica, serotipo A1y A2 y que
ademas contiene un sobrenadante de cultivo rico en leucotoxina y 4
inmundgenos comerciales los cuales fueron designados como "B", "C", “D” y

“‘E”, ademas del grupo control denominado "F”.

La inmunizacion se realizé el dia 0 y la revacunaciéon 15 dias después,
tomando muestras de sangre los dias 0 (toma basal), 15, 30 y 45. La
determinacién de anticuerpos contra antigenos capsulares se realiz6 por la
prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion y la determinacion de anticuerpos

contra la leucotoxina por medio de la prueba de ensayo visual simple.

De manera general en los resultados, se puede observar una mejor
respuesta en los bioldgicos contra el serotipo A1 comparado con la respuesta
de los serotipos A2 y la Leucotoxina, donde la mejor respuesta entre biolégicos

corresponde al biolégico A.



INTRODUCCION

Las enfermedades respiratorias de los rumiantes representan una de las
causas importantes de pérdidas econdmicas para la ganaderia nacional; ya
que afecta directamente al proceso productivo de las explotaciones
comerciales incidiendo de manera importante en la economia del productor, asi

como del pais. 33 383949

Los datos sobre prevalencia de neumonias varian segun el pais de
procedencia, tipos de explotacion, edad de los animales y época del afio en

que se realiza el estudio. > *°

En México como en el extranjero los estudios
realizados sobre mortalidad de corderos han determinado que la muerte
asociada a neumonias puede rebasar el 20%.%% *" 49 En estos trabajos se ha
demostrado que el mayor porcentaje de mortalidad por problemas neumonicos

se acentua entre los dos y tres meses de edad.” > %

A) ANTECEDENTES

Mannheimia haemolytica, antes conocida como Pasteurella haemolytica
es uno de los principales patégenos asociados a problemas neumonicos en
rumiantes. Entre las caracteristicas generales de M. haemolytica se puede
mencionar que es una bacteria de forma cocobacilar que mide de 1.4 x 0.4um,
es Gram negativa, presenta una coloracion bipolar la cual es mas manifiesta
con la tincion Wright, es anaerobia facultativa, inmovil, no forma espora, posee
capsula y es oxidasa positiva. La mayoria de las cepas fermentan los
carbohidratos, producen una pequefa cantidad de acido pero no gas, no
fermentan lactosa o lo hace débilmente, son negativos a las pruebas de rojo de
metilo y el porcentaje de guanina-citocina en su DNA se encuentra entre 40-45

mol %. 4,511, 44



En agar sangre sus colonias son grisaceas, lisas, de apariencia mucoide,
por lo general miden entre 2 y 3 mm de diametro, el crecimiento es aparente
entre las 24 y 48 horas de incubacion, es poco R-hemolitica e indol negativo.* >
11, 44

Se han reconocido, por hemoaglutinacion indirecta, 17 serotipos de
acuerdo a antigenos capsulares solubles. La Pasteurelosis en rumiantes se
presenta principalmente en dos formas: la neumodnica, causada por P.
haemolytica biotipo A y la generalizada producida por el biotipo T. Los biotipos
A y T son diferenciados por su capacidad de fermentar arabinosa o trealosa
respectivamente. En la nomenclatura actual los biotipos A fueron cambiados al
género Mannheimia, este género contiene ahora cinco especies, Mannheimia
haemolytica, donde se encuentran la mayoria de las cepas de referencia del
Biotipo A, M. glucosida que incluye al serotipo A11; M. granulomatis, aislada de
ganado bovino; M. ruminalis, que contiene cepas no hemoliticas aisladas del
rumen de ganado bovino y ovino y M. varigena aislada de bovinos y porcinos, y
los del biotipo T quedaron como Pasteurella trehalosi. Dentro del biotipo A se
incluyen los siguientes serotipos A1, A2, A5-A9, A11-A14, A16, A17 y en el
biotipo T los serotipos T3, T4, T10, T15. Se han reconocido 17 serotipos como
patdgenos para ovinos, los cuales representan el 90% de los aislamientos. De
lo cuales el serotipo mas importante es el A2 representando un 33% de todos
los muestreos, sin embargo, el otro 10% permanece como no tipificable y se

duda de su patogenicidad.* & 38 444642

Existe en la cavidad nasal un porcentaje (7-10%) de Mannheimia

haemolytica, el cual se considera, aceptable como parte de la microbiota

normal de la cavidad. '® %°

La patogénesis de la enfermedad es poco clara, ya que los mecanismos

que permiten a la bacteria establecerse y diseminarse durante una infecciéon no

estan completamente estudiados.'® *°



Varios productos bacterianos de Mannheimia haemolytica se consideran

importantes en la induccion del dafio al tejido pulmonar, dentro de éstos la

capsula, el lipopolisacarido (LPS) y la leucotoxina son los mejor estudiados.

Otros factores de virulencia cuyo papel en la patogénesis no esta bien

documentado incluyen: proteinas de membrana externa, proteinas reguladas

por hierro, glicocalix, fimbrias y enzimas como la neuraminidasa y sialo-

glicoproteasa neutra.

7,12, 22,23, 51, 53

B) MECANISMOS DE DEFENSA DEL HOSPEDADOR

Existen diferentes tipos de inmunidad los cuales se pueden clasificar de la

siguiente manera:

Inmunidad activa: proceso mediante el cual los organismos producen
sus propios anticuerpos, generandose, por lo tanto, memoria
inmunologica.

Inmunidad pasiva: es aquella en la que reciben anticuerpos preformados
en otro organismo. Ambos tipos de inmunidad se subdividen en natural y
artificial.

Inmunidad activa natural: se genera como consecuencia de una
infeccion o enfermedad.

Inmunidad activa artificial: se induce a través de la aplicacion de
inmunogenos (vacunas, bacterinas, toxoides).

Inmunidad pasiva natural: se adquiere ya sea en el utero a través del
paso transplacentario de IgG maternas o posterior al nacimiento
mediante la ingestion de calostro.

Inmunidad pasiva artificial: se adquiere mediante la aplicacion de un
suero o globulinas hiperinmunes, provenientes de un animal que ha

tenido repetidos contactos con una antigeno en particular.36



La respuesta inmune se caracteriza por ser especifica, inducida y con

memoria; no obstante, los organismos cuentan con mecanismos de defensa

inespecificos conocidos como resistencia o inmunidad innata.

8, 23, 36

Los mecanismos inespecificos se pueden dividir en tres niveles: tisular,

celular y molecular.

A nivel tisular: se refiere al mantenimiento de la integridad del
organismo, piel y mucosas principalmente; ya que la mayoria de los

microorganismos son incapaces de penetrar piel intacta.

Las mucosas atrapan en sus secreciones particulas extranas incluyendo
microorganismos, donde el epitelio mucociliar de algunas mucosas
(nasal, traquea y bronquios, etc.), estdan en constante movimiento
desplazando la particulas retenidas hacia la orofaringe para ser
deglutidas. %" *® Ademas, tenemos la generacién de turbulencias de aire
en la cavidad nasal, la tos y el estornudo. Las particulas con diametros
comprendidos entre 0.5 y 2 micras, tamafno al cual corresponden la
mayoria de las bacterias, pueden franquear los mecanismos de defensa
especificos e inespecificos del aparato respiratorio superior y logran

llegar hasta la unién bronquioalveolar y la pared del alvéolo. 1% 24 2534

A nivel celular: la reaccion inflamatoria es un elemento central que se
explica como el resultado de un dano tisular que induce la liberacion de
una serie de moléculas (histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos, interleucinas) cuyo efecto es la
vasodilatacién, aumento de la permeabilidad capilar y quimiotaxis para
leucocitos; estos cambios traen como consecuencia la salida de células
sanguineas (granulositos, monocitos y linfocitos) y proteinas plasmaticas
(complemento e inmunoglobulinas) que en su conjunto participan en el

ataque contra los patégenos.



La fagocitosis es una funcién realizada por dos tipos de células
neutrofilos y monocitos y/o macrofagos; donde la principal funcion es la

8 21. 3 | as células con actividad

destruccion del patogeno fagocitado.
fagocitica representan la primera linea de defensa celular contra
Mannheimia haemolytica, pero como resultado de un comensalismo
evolutivo, la bacteria ha desarrollado estrategias que le permiten evitar
los efectos antibacterianos de éstas células; uno de estos mecanismos
es la liberacién de una exotoxina o leucotoxina.'™ 2% 31 38 30 | 4
citotoxicidad celular que se define como un fendmeno en el cual una
célula del organismo denominada “célula blanco”, es destruida por otra

célula de propio organismo denominada “célula efectora”.?'- % 42

A nivel molecular: el complemento que es una familia de proteinas
plasmaticas que se designan con la letra C y numeros progresivos C1 a
C9, que en condiciones normales se encuentran inactivas, sin embargo
pueden ser activadas por dos vias, la via clasica que se inicia por una
reaccion antigeno — anticuerpo y por la via alterna que puede ser
activada por diversos factores entre los que sobresale el LPS de
bacterias Gram (-), a partir de la activacion se da una reaccion en
cascada en la que una fraccion activa a la siguiente y asi sucesivamente
hasta llegar al C9, la funcion del complemento es amplificar la reaccién
inflamatoria (donde C3 y C5 también conocidas como anafilotoxinas,
producen degranulacion de células cebadas con la consecuente
liberacion de histamina, provocando vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad vascular), amplificar la fagocitosis (donde C5 actua como
factor quimiotactico que atrae fagocitos) y provocar lisis celular (por
medio de las ultimas fracciones C7, C8 y C9, las cuales adquieren forma
tubular y se insertan en la membrana citoplasmatica produciendo

perforaciones que conducen a la lisis). ' 24 2 26.29. 36



Las defensinas que son pequenos péptidos producidos por neutrofilos y
monocitos y / o macrofagos y que actuan perforando las membranas de

bacterias tanto Gram (+) como Gram (-).'> 24 25 26,29, 36

La respuesta inmune posee tres caracteristicas fundamentales: inducibilidad
(para que se desarrolle la respuesta el organismo debe ser estimulado
antigenicamente de forma natural, por infecciones o artificialmente mediante el
uso de inmunogenos), especificidad (la respuesta es especifica contra el
antigeno que le dio origen) y memoria (implica que el sistema inmune del
organismo recuerda el contacto previo con un antigeno de manera que en un

segundo encuentro con el mismo antigeno responde aceleradamente).?"*

El tiempo transcurrido desde la inoculaciéon del antigeno hasta la presencia
de anticuerpos en suero (periodo de latencia) suele ser entre siete y diez dias
aproximadamente, después de este lapso la concentracion de anticuerpos
séricos aumenta hasta llegar a un maximo alrededor del dia 21 y a partir de
este momento empieza a declinar. Existen excepciones a esto ultimo como por

ejemplo infecciones subclinicas persistentes.®

Cuando el organismo es estimulado por segunda vez o sucesivas ocasiones
con el mismo antigeno se presenta la respuesta secundaria, que se caracteriza
por la reduccion del periodo de latencia a tres dias aproximadamente y una
elevacion rapida de los niveles de anticuerpos sericos. Esta caracteristica de la
respuesta inmune explica por que la mayoria de las enfermedades infecciosas
se padecen una sola vez, asimismo esta propiedad es un objetivo fundamental
de la inmunizacion, consistente en generar memoria inmunoldgica a través de

la inoculacién de microorganismos o sus antigenos.*



E) FACTORES DE VIRULENCIA

Uno de los factores de virulencia principales es la leucotoxina la cual se
produce en fase logaritmica de crecimiento de la bacteria, que altera y destruye
a los diferentes tipos de leucocitos, como macrofagos alveolares, monocitos,

neutrofilos, linfocitos, células cebadas y plaquetas. & ' 1246

La leucotoxina es una citolisina formadora de poros que pertenece a la
familia de toxinas RTX. Tiene un peso molecular de 105 kDa y es comun a
todos los serotipos de M. haemolytica. Esta toxina dafia a la célula
insertandose a la membrana formando poros transmembranales, lo que
provoca la salida de potasio (intracelular) e incorporacion de calcio

(extracelular), con el subsecuente hinchamiento vy lisis celular. & 1" 12.26. 46

La leucotoxina posee especificidad por los leucocitos de rumiante
sugiriendo que debe existir un receptor, presente unicamente en la superficie
de la membrana de estas células a diferencia de otras citolisinas que exhiben

actividades semejantes.’

La lisis y degranulacién de los neutrdfilos por la leucotoxina se considera
como la causa primaria del proceso inflamatorio agudo caracteristico de las
pasteurelosis neumonica, debido a la liberacion de mediadores inflamatorios

como leucotrienos e histamina.® 1128 46

Estudios realizados in vitro ponen de manifiesto que la leucotoxina
ademas de su efecto citotdxico sobre neutrofilos de bovino, también estimula el
estallido respiratorio y la consecuente degranulacidén de los lisosomas, estos
eventos son evidentes por la generacion de radicales libres, como: el anién

superoéxido (O-) y el perdxido de hidrégeno (H205).



La liberacion de estos radicales de oxigeno, es un evento inmediato,
mientras que la citolisis y liberacion de proteasas por la degranulacion ocurre
posteriormente; estos cambios amplifican la respuesta inflamatoria, que dan

como resultado lesiones mas severas.® 3

Los diferentes serotipos de Mannheimia haemolytica producen
leucotoxinas de tamario similar a la del serotipo A1, y son reconocidas al utilizar
antisueros policlonales contra la leucotoxina de dicho serotipo en analisis de
inmunotransferencia, indicando con ello que estdn inmunolégicamente

relacionadas.®

El lipopolisacarido (LPS) de Mannheimia haemolytica A1 comprende del
10-25% del peso seco de la bacteria y es uno de los componentes de la
bacteria; con alta capacidad para inducir una respuesta inflamatoria; las
lesiones que induce dependen en gran medida del curso que presente la
enfermedad y constan de grandes areas de hiperemia y edema que abarcan el
area de deposicion y parte de los I6bulos adyacentes, pueden observarse

también areas de hemorragia y adhesiones fibrosas .°" >

La capsula protege a la bacteria de la fagocitosis y de la actividad
bactericida mediada por el complemento; una posible explicacion a este ultimo
fendbmeno es que el material capsular forma una barrera entre el complejo de
ataque a la membrana, formado por los componentes del complemento de C5
hasta C9, y la superficie bacteriana, previniendo el efecto litico, aun en
presencia de anticuerpos; Sin embargo, la presencia de anticuerpos
especificos al material capsular facilitan la fagocitosis de la bacteria y pueden

ser de particular importancia en la resistencia a la pasteurelosis 22,238,387



La diversidad estructural y consecuente de las caracteristicas
antigénicas de los polisacaridos capsulares, puede estar relacionada con la
especificidad al hospedero; asi como, por diferencias en el potencial
patogénico que se ha demostrado entre cepas y la modificacién de la respuesta

inmune conferida por las vacunas. 251

En la actualidad, a pesar de que se conocen algunos de los principales
mecanismos de virulencia de Mannheimia haemolytica, se desconoce que
estructuras le permiten colonizar el aparato respiratorio y ejercer sus efectos
patogénicos.”® Morck y cols. (1988), sugieren que la colonizacion de los
alvéolos pulmonares por Mannheimia haemolytica es una importante etapa
inicial en la patogénesis de la pasteurelosis en la que puede estar involucrada
el glicocalix capsular y/o fimbrias. Estas estructuras se identificaron en M.
haemolytica serotipo A1 por estudios de microscopia electrénica de bacterias
aisladas y mantenidas en condiciones in vitro, como en bacterias identificadas
en el fluido bronquioalveolar de animales experimentalmente infectados, en los

cuales se observan estructuras fimbriales adheridas al epitelio de la tré1quea.42

Estas observaciones apoyan la sugerencia de Morck sobre la posible
participacion de las fimbrias en la colonizacion del aparato respiratorio alto;
curiosamente el glicocalix bacteriano o material de superficie de esta bacteria
es mayor en la fase de crecimiento logaritmico, al igual que la produccion de
leucotoxina, sugiriéndose que esta estructura podria participar en la adherencia
de la bacteria a los leucocitos y ejercer su efecto citolitico. Sin embargo, esto

ultimo no esta demostrado.'® ?" %2

Dentro de los exoproductos de la bacteria se ha identificado y
caracterizado una neuraminidasa, el papel sugerido para esta enzima es la
remocién de las glicoproteinas de la superficie celular o del moco, facilitando

la adherencia de ciertos microorganismos.



En un estudio sobre la produccion de esta enzima en los diferentes

serotipos de Mannheimia mostré que solo el serotipo 11 no la produce.? 27 46

48

Ademas de la neuraminidasa, la bacteria secreta una glicoproteasa,
donde un estudio sobre la distribucion de esta enzima entre los diferentes
serotipos revel6 que todos los serotipos del biotipo A pertenecientes al genero
Mannheimia contienen el gen gcp que la codifica, a excepcion del serotipo 11,
que mostré una organizacion genética diferente y no presenta actividad
proteolitica. El biotipo T del género P. trehalosi carece del gen y de actividad
proteolitica; esto ultimo puede tener relevancia en la patogenicidad diferencial
entre ambos biotipos. Aparentemente existe relaciéon entre su capacidad de

inducir neumonia y la cantidad de produccion de las enzimas. 27 4648

E) PATOGENIA

Como parte de la microbiota normal de vias respiratorias altas M.
haemolytica puede aislarse de individuos clinicamente sanos; ya que las
bacterias de esté género son comensales de las mucosas del aparato
respiratorio alto de los rumiantes, donde pueden permanecer sin causar dafo.
Esta colonizacion inofensiva resulta de un equilibrio entre el crecimiento

bacteriano y la respuesta del hospedero. ! 1924 38.45.47

Estudios experimentales, han demostrado que las bacterias de la
microbiota, son constantemente acarreadas al pulmén a través del aire
inspirado. A pesar de esto, el pulmdn permanece estéril gracias a sus
eficientes mecanismos de defensa especificos e inespecificos, pero bajo
situaciones que alteran los mecanismos de defensa pulmonares del hospedero
logran establecerse en el aparato respiratorio bajo y romper este equilibrio,

causando dafio al tejido pulmonar. " 7+ 8 10.17.19. 25, 34,43, 45



Se menciona que factores predisponentes desempefian una funcion
determinante en el desarrollo de la enfermedad, por ejemplo: las condiciones
medio ambientales adversas, mala alimentacion y agentes primarios de tipo
viral (adenovirus, virus respiratorio sincitial, parainfluenza 3, entre otros),
parasitario (estrosis) pueden favorecer la presencia de estrés, baja de defensas
inmunitarias y como consecuencia la presentacion de Pasteurelosis neumonica

donde Mannheimia haemolytica logra establecerse en el aparato respiratorio.*
15, 30, 39, 43, 49, 50

Debido a que en la presentacion de la enfermedad intervienen diversos
factores y pueden estar involucrados varios agentes infecciosos, la enfermedad

fue propiamente denominada como Complejo Respiratorio. 17 30 38 43,49, 50

La neumonia causada por M. haemolytica en estudios experimentales,
se caracteriza por ser una pleurobronconeumonia fibrinosa aguda o
sobreaguda que puede manifestarse como septicemia en animales jévenes.
Sin embargo se logra aislar este agente de cuadros neumaonicos que varian en
cuanto a su severidad, distribucién y morfopatologia.” Los periodos de
incubacién fluctuan desde los 2 hasta los 14 dias después de la aparicion del
factor predisponente (infecciones primarias por virus o bacterias, humedad,
estrés, etc.) la morbilidad es del 5 al 40%, mientras que la mortalidad varia del
5 al 20%.%% 3% %

Las lesiones que se observan son areas de consolidacion con necrosis
central y hemorragia en la periferia de estas areas, hay depédsitos de fibrina
sobre la pleura. Los estudios histopatolégicos demuestran neumonitis con
areas multifocales de bronconeumonia fibrino-purulenta aguda con necrosis
coagulativa, pleuritis fibrinosa, y congestién capilar. Adicionalmente se puede
observar la transformacién de macréfagos dando un aspecto arremolinado o de

"avena".



Se cree que este Uultimo cambio se debe al efecto téxico de la
leucotoxina. & 3% 4% %0 Es obvio que las lesiones descritas, ocasionan desde

retrasos en el crecimiento hasta la muerte del individuo. % 3% 34 38.39,50

Se ha considerado a la leucotoxina, como el principal factor de
virulencia de la bacteria; esta exotoxina esta relacionada en todos los serotipos
desde el punto de vista inmunoldgico, funcional y genético. La participacion de
la leucotoxina en la generacién de dano tisular en el pulmoén ocurre a través de
la activacion y destruccion de neutrdéfilos polimorfonucleares, ademas de inducir
la liberacion de histamina de las células cebadas del pulmén, lo que confirma la
importancia de este mecanismo inflamatorio en el desarrollo de las lesiones a
nivel pulmonar. Los efectos citotoxicos de M. haemolytica en el macrofago
alveolar, pueden también contribuir con la severidad en la presentacion de la
enfermedad, al tener los macréfagos factores de descarga (iones superéxido,
peroxido de hidrogeno, disminucion de pH y enzimas entre otros) que causan

irritacion y deposicion de fibrina.5 7+ 9 11: 12, 39.46

Con relacion al concepto multifactorial de Complejo Respiratorio se
menciona que los factores predisponentes antes mencionados, constituyen
condiciones favorables para la presentacion de la enfermedad, debido a que
provocan estrés en el animal.®® 3 43 49 Este estado de estrés es una reaccion
neuroendocrina que induce la liberacién de esteroides, principalmente cortisol,
el cual compromete aparentemente la capacidad inmunolégica del hospedero
en respuesta a los agentes infecciosos. En estos organismos se ha descrito la
inhibicion en la liberacion de factores quimiotacticos por los macréfagos
alveolares, bloqueo en la union de estos factores a los granulocitos e inhibicion
de la capacidad de migracién del macrofago alveolar; en ocasiones cuando se
afiade una higiene deficiente y una humedad relativa alta en el medio ambiente

(80 %), se incrementa la posibilidad de que se presente la enfermedad.'® 23 %



Otra situacion de gran relevancia es la nutricion de los animales,
recientemente se ha demostrado que las deficiencias de vitaminas y minerales
influyen desfavorablemente en la capacidad de respuesta inmune; sin

embargo no se ha determinado con exactitud la manera en que esto ocurre.**
47,49, 50

E) PREVENCION

La inmunizacién es reconocida como el mejor método para la prevencién de
neumonia causada por M. haemolytica, siempre y cuando contenga los
antigenos asociados a proteccion, dado que ante un brote de esa enfermedad
algunos animales mueren, otros enferman y se recuperan y al parecer otros no
manifiestan signos clinicos, por ello que las investigaciones se han concentrado
en la identificacion y caracterizacion de inmundgenos potencialmente

protectivos en cepas de origen ovino y bovino." 13 14.17. 20, 37, 38, 40,41, 47, 52, 54

La comprensién de los factores de virulencia de los agentes infecciosos,
combinado con un mejor conocimiento de la respuesta inmune, ha creado una
revolucion en el numero de nuevos agentes que pueden ser potencialmente

controlados por inmunizacién.'3 14 15 16.41. 52

Hoy en dia se cuenta con varios tipos de inmundgenos encontrando
resultados satisfactorios en algunos casos. Los inmundgenos basandose en
bacterias vivas de cultivos de 6 horas son los que han dado resultados mas
satisfactorios. Se argumenta que este tipo de bioldgicos son eficaces porque
los cultivos jovenes producen mas material inmunogénico (material capsular,

leucotoxina y otros antigenos no muy bien definidos).'® 4" 47



Existen nuevos biolégicos contra la pasteurelosis neumédnica en el
ganado. Dentro de estos se encuentran productos que contienen “bacterias
fantasmas” de M. haemolytica. Esté bioldgico se considera una innovacion, ya
que esta formado unicamente por la envoltura celular bacteriana, la cual se
obtiene por la inactivacion de M. haemolytica por medio de la lisis del gen E de
la estructura celular a través del fago X174 que produce inactivacion enzimatica
a una temperatura elevada (42°C). Donde el aumento de la presién osmoética
dentro de la bacteria, provoca que el citoplasma sea expulsado, dando como
resultado una estructura celular bacteriana vacia. Estos “fantasmas” retienen
toda la morfologia y las caracteristicas inmunogénicas y estructurales de una

bacteria viva.>?

La prevencion de Pasteurelosis Neumonica por inmunizacion se ha
intentado durante décadas. En relacién al uso de las bacterinas, se ha discutido
de manera amplia acerca de la proteccion que brindan, ya que la ineficacia de
estos biolégicos se debe a que al ser inoculados a un animal, se producen
anticuerpos séricos, solo contra antigenos capsulares, sin embargo, existen
otros antigenos que participan en la patogénesis de la enfermedad y que no
estan contenidos en estas bacterinas, como la leucotoxina de M. haemolytica,
por lo que, los toxoides (bacterina + leucotoxina) tienden a ser mas completos y

por lo tanto més eficaces para la prevencién.'> ' 1752

A pesar de lo anterior, en México se siguen utilizando las bacterinas, sin
saber a ciencia cierta su eficacia, serotipos utilizados y las caracteristicas de
las cepas contenidas. Las bacterinas de M. haemolytica que existen en el
mercado nacional fueron desarrollados en primera instancia para bovinos, en
los cuales, se conoce que el serotipo mas comun involucrado en neumonias es
el A1. La mayoria de estas bacterinas sélo contienen el serotipo A1 y se estan
utilizando en forma extensiva en ovinos y caprinos donde se han determinado

otros serotipos con mas frecuencia.



Si bien las bacterinas no contienen el serotipo A2 que es el mas comun
en ovinos, existen en el mercado toxoides que poseen la leucotoxina de
Mannheimia haemolytica, la cual es el antigeno mayormente caracterizado y
que ha demostrado inducir una mejor proteccion, aparte de ser un antigeno

comun a todos los serotipos de Mannheimia haemolytica.>” 4% 41 47

Las vacunas tienden a reducir la colonizacion de Mannheimia
haemolytica en el tracto respiratorio, demostrado en cultivos bacterianos de
exudado nasal, donde en el primer dia de muestreo se ha logrado aislar un
70% de la bacteria mientras que después de la vacunacion el porcentaje redujo

aun 50%.1% 3%

La eficacia de la vacunacion requiere entre otras cosas, que la
respuesta inmune esté encaminada a los factores o antigenos que estén
relacionados con proteccién. Ademas es de utilidad examinar el estado inmune

de los animales a nivel campo. 617 20.23. 41,52



JUSTIFICACION

En el CENID-Microbiologia, INIFAP-SAGAR existe una linea de
investigacién relacionada con el desarrollo de un biolégico que por sus
caracteristicas se espera que sea mas eficiente que otros bioldgicos
comerciales (principalmente bacterinas).” ' ' Estas caracteristicas incluyen:
La presencia de dos serotipos, el A1y el A2; la utilizacion de cepas nacionales
para su elaboracién, la inclusion de un sobrenadante de cultivo rico en
leucotoxina, la presencia en el sobrenadante de otros antigenos como

proteinas de membrana externa y otros antigenos solubles.

HIPOTESIS

Si el biolégico experimental contiene los antigenos A1, A2, y la
leucotoxina de la bacteria, sera capaz de tener una mejor respuesta

seroldgica en los animales inmunizados en condiciones de campo que la

inducida por los biolégicos comerciales. '* 16 17.20. 35

- Si la vacunacion contra M. haemolytica resulta eficiente, sera capaz de

reducir la carga bacteriana de las vias respiratorias altas.' %



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta seroldgica (por medio de las pruebas de inhibicion
de la hemoaglutinacion y ensayo visual simple) a la aplicacion de cuatro
bioldgicos comerciales y uno experimental, utilizados para la prevencién de la

Pasteurelosis Neumonica en ovinos.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar los titulos de anticuerpos generados contra antigenos
capsulares de Mannheimia haemolytica serotipo A1 y A2 en sueros de
ovinos inmunizados con cinco vacunas utilizadas para la prevencion de la

Pasteurelosis Neumonica en rumiantes.

- Determinar los titulos de anticuerpos generados contra la leucotoxina de M.
haemolytica en suero de ovinos, inmunizados con cinco vacunas utilizadas

para la prevencion de la Pasteurelosis neumonica.

- Realizar el aislamiento de M. haemolytica a partir de exudado nasal en

todos los grupos.



MATERIAL Y METODOS

@ INMUNOGENOS: Se utiliz6 un inmundgeno experimental realizado en el

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias

(INIFAP) denominado “A”, 4 inmundgenos comerciales los cuales fueron

designados como "B", "C", “D” y “E” ademas del grupo control.

Las vacunas fueron inoculadas via subcutanea de acuerdo a las
especificaciones de los laboratorios comerciales. La vacuna
experimental también se aplicd via subcutanea (2ml) y el grupo control

fue inoculado con solucion salina fisiologica.

La concentracion de bacterias en cada vacuna no la especifica el
laboratorio, sin embargo, los requisitos que establece la norma para la
produccion de biolégicos manejan 1 x 10° U.F.C. x ml, como minimo

para lanzar a la venta un biolégico.*®

@ CARACTERISTICAS DE LOS BIOLOGICOS UTILIZADOS PARA PREVENIR LA
PASTEURELOSIS NEUMONICA Y QUE SE UTILIZARON EN LA EVALUACION
SEROLOGICA COMPARATIVA EN OVINOS.

GRUPO | INMUNOGENO CARACTERISTICAS DEL DOSIS Y VIA
BIOLOGICO DE
APLICACION
1 Es un inmundgeno que contiene
bacterias muertas formalinizadas
“‘A” de M. haemolytica, serotipo A1 y 2ml
‘Experimental” |A2 y que ademas contiene un| Subcuténea
sobrenadante de cultivo rico en




INIFAP

leucotoxina obtenida en la fase de

crecimiento logaritmico de |la
bacteria. Recomendada para su
uso en bovinos, ovinos y caprinos.

Lab. nacional

“B!!
“Rodeo 9”

“Nor-Vet”

Formula: Cada dosis contiene M.
haemolytica tipo 1, P. multocida
serotipo A, P. multocida serotipo D,
Haemophilus somnus, Cl.
chauvoei, CI. septicum, CI. novyi,
Cl. sordelli,

hidréxido

Cl. perfringens A e
de

adyuvante. Recomendada para su

aluminio como

uso en bovinos, ovinos y caprinos.

Lab. nacional

2.5ml
Subcutanea

“C”
“One shot”

Pfizer

Bacterina toxoide de M.
haemolytica tipo A1.

Formula: Cada dosis contiene
cultivos de M. haemolytica A1
propagado para incrementar la
de

antigenos capsulares y asociados a

produccion leucotoxinas vy
la célula bacteriana. Recomendada
para su uso en bovinos.

Lab. transnacional

2mil

Subcutanea

13 D ”
‘Bac-tres-golfo”

Formula: Suspension de cepas

inactivadas y absorbidas en
adyuvante oleoso de CI. chauvoei,

Cl. septicum, P. multocida A3 y M.

2mil

Subcutanea




haemolytica A1. Recomendada
Denkall Dawes |para su uso en bovinos, ovinos y
Vet. caprinos.

Lab. nacional

5 Formula: Cada ml contiene M.
‘E” haemolytica A1, P multocida
“Bacterina doble |serotipo A (Carter), P. multocida
PcE2” serotipo D (Carter), Cl. chauvoei y 2.5ml
Cl. septicum. Recomendada para| Subcutanea
Chinoin Su uso en bovinos, ovinos vy
Productos caprinos.

Farmacéuticos |Lab. nacional

6 “‘F” Este grupo fue inoculado con 2ml

“Control” solucion salina fisiolégica Subcutanea

@

ANIMALES: En este estudio se utilizaron 180 corderos con caracteristicas
raciales indefinidas, clinicamente sanos y con una edad entre los 2 y 4
meses, todos provenientes de los Ranchos 1, 2 y 3. Los corderos se

distribuyeron de manera aleatoria en 6 grupos de 30 ovinos cada uno

Los 180 corderos se trabajaron dentro de 3 unidades productivas ubicadas
en distintos sitios, cada unidad productiva fue llamada segun el orden en
que se trabajo y como fueron contactados los médicos que laboran en ellas,
en el caso de la explotacion ubicada en Tepotzotlan fue denominada
Rancho 1 y los dos ranchos del estado de Tlaxcala como Rancho 2 y
Rancho 3.




@ Rancho 1: La Mora

El Rancho 1 se ubica en la poblacion de Santiago Cuautlalpan
perteneciente al municipio de Tepotzotlan, México. Esta unidad productiva
cuenta con 150 animales, tiene como fin zootécnico la produccién de corderos
para abasto, la cual cuenta con un sistema de pastoreo diurno (pastos nativos)
y encierro nocturno. Las ovejas por parir y lactando permanecen en

confinamiento (aproximadamente tres meses).

Los corrales de alojamiento nocturno y para las ovejas por parir y lactando
poseen piso de cemento, estan cercados con barda de ladrillo y al frente tienen
malla ciclonica. El techo es de lamina galvanizada. Los comederos son de tolva
(para el alimento balanceado) y de varilla (para el forraje). EI agua se ofrece a

libertad en bebederos automaticos de pivote.

Las ovejas gestantes se separan aproximadamente un mes antes de que
ocurra el parto, en la mayoria de las ocasiones se toma en cuenta el desarrollo
de la glandula mamaria (cuando esta ubrada). Cuando eso ocurre, se le
ofrecen entre 500 y 750 g de alimento balanceado comercial (16% de proteina

cruda) y forraje molido (alfalfa achicalada o rastrojo de maiz) a libertad.

Se registran los partos que van ocurriendo, anotando la fecha, numero de la
oveja, tipo de parto, sexo de la cria, peso y numero del cordero. A los corderos
recién nacidos, al momento del aretado y pesado, se les administra selenito de
sodio (1 mg) por via subcutanea. Cuando el cordero proviene del resultado de
la cruza con carneros de razas laneras se descola empleando la pinza burdizo.
A los 30 y 60 dias después del nacimiento, a los corderos se les repite la

aplicacién de selenio.



El manejo sanitario del rebafo consiste en la desparasitacion, para la cual
se realizan muestreos de heces mensualmente por parte de los médicos
encargados, para determinar la carga parasitaria y asi realizar la

desparasitacion especifica en caso necesario.

En cuanto a la inmunizacién, se aplica leucotoxoide contra Mannheimia
haemolytica para prevenir neumonia a todo el rebafio. A las ovejas cuando falta
aproximadamente un mes para el parto y a los corderos en el momento del

destete (entre los 60 y 75 dias).

@ Rancho 2: Los Alamos

El Rancho 2 se ubica en la localidad de Huamantla, cabecera municipal de
Humantla, estado de Tlaxcala. El propdsito productivo de esa unidad de
produccion es la generacion de corderos para el abasto, cuenta con 480
animales, donde el tipo de ganado es de pelo, predominando el ganado
tabasco. El ganado reproductor es alimentado principalmente mediante
pastoreo diurno en praderas mixtas, implantadas e irrigadas, incorporandolas a
los corrales después de las cinco de la tarde, donde son suplementadas con
ensilaje de maiz y premezcla mineral, comercial la cual se revuelve con el
alimento. Para el caso de gestantes en el ultimo tercio de prefiez y las
lactantes, reciben ademas del ensilaje, un suplemento con granos, desperdicio
de frituras y pasta de soya. Las hembras recién paridas hasta que cumplen
cinco dias de lactancia permanecen estabuladas con sus corderos, recibiendo
tres veces la racion de suplemento, posteriormente se incorporan al rebano

general.

Los corrales para el alojamiento nocturno y para las ovejas recién paridas,
eran en su construccion original zahurdas, teniendo piso de cemento, estan

cercados con barda de ladrillo y con salida hacia asoleaderos.



El techo es de lamina galvanizada. Los comederos son de tolva y el agua se

ofrece en medios tambos.

Se registran los partos que van ocurriendo, anotando la fecha, numero de la
oveja, tipo de parto, sexo de la cria, peso y numero del cordero. A los corderos
recién nacidos, al momento del aretado y pesado, se les administra selenito de
sodio (1 mg) por via subcutanea. Este corral cuenta con un area exclusiva para
corderos donde se les administra un alimento a base de grano, pasta de soya,
desperdicio de frituras y minerales, esto sucede cuando los primeros corderos

cumplen los 15 dias de nacidos .

El manejo sanitario del rebafo consiste en la desparasitacion, la cual se
efectua dos veces al afio, no usan el mismo producto de manera consecutiva y
a los corderos cuando cumplen dos meses de edad, edad a la cual se lleva a
cabo el destete, se le aplica una bacterina toxoide para la prevencion de

enterotoxemia.

@ Rancho 3: Santa Rebeca

El Rancho 3 se ubica en la localidad de Cuapiaxtla, cabecera municipal de
Cuapiaxtla, estado de Tlaxcala. El propdsito productivo de esa unidad de
produccion es la generacion de corderos para el abasto, cuenta con 1500
animales, el tipo de ganado es de pelo, predominando el ganado tabasco y
cuenta con 1500 cabezas. El ganado reproductor es alimentado principalmente
mediante pastoreo diurno en praderas mixtas implantadas e irrigadas,
incorporandolas a los corrales después de las cinco de la tarde, donde son
suplementadas con ensilaje de maiz, un suplemento a base de grano, pasta de

soya Y alfalfa; asi como una premezcla mineral, comercial.



Las hembras recién paridas hasta que cumplen cinco dias de lactancia
permanecen estabuladas con sus corderos, recibiendo tres veces la racion de

suplemento, posteriormente se incorporan al rebafio general.

Los corrales de alojamiento nocturno y para las ovejas recién paridas,
consisten en una barda perimetral de block y techos de lamina galvanizada,
cuentan con comederos de concreto y los bebederos son de medios tambos.

Se registran los partos que van ocurriendo, anotando la fecha, numero de la
oveja, tipo de parto, sexo de la cria, peso y numero del cordero. A los corderos
recién nacidos, al momento del aretado y pesado, se les administra selenito de
sodio (1 mg) por via subcutanea. Cuando los primeros corderos cumplen los 15
dias de nacidos se instalan trampas para la suplementacion predestete, con un

alimento a base de grano, pasta de soya y minerales.

El manejo sanitario del rebafo consiste en la desparasitacion, la cual se
efectua dos veces al afio, no usan el mismo producto de manera consecutiva y
a los corderos cuando cumplen dos meses de edad, edad a la cual se lleva a
cabo el destete, se le aplica una bacterina toxoide para la prevencion de

enterotoxemia.

A) CALENDARIO DE INMUNIZACION EXPERIMENTAL

Dia Gpo.1 | Gpo.2 | Gpo.3 | Gpo.4 | Gpo. 5 Control
0 Sangrado basal, vacunacién, obtencion del suero y exudado nasal.
15 Revacunacion, sangrado, obtencién del suero y exudado nasal.
30 Sangrado, obtencién del suero y exudado nasal.
45 Sangrado, obtencién del suero y exudado nasal.




@ Para cada ensayo se utilizaron sueros controles positivos y negativos

como referencia.

B) DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS
CAPSULARES

Se incubd la bacteria durante 18 horas, a una temperatura de 37°C, en
medio sélido (agar sangre), posteriormente se cosecho en medio de infusidn
cerebro corazén (ICC) y se incubd por 24 hrs a 37°C para su crecimiento,
después se calentdé a 56°C por 30 minutos para inactivarla. Se le agregaron
eritrocitos de bovino a 0.09% y se incubd por una hora a 37°C.™

Se agregaron 25 ul de PBS 1x en todos los pozos de las placas de
microtitulacion de 96 pozos con fondo en "u", posteriormente se adiciono el
suero problema en los pozos de la primera fila y se hicieron 6 diluciones dobles
hasta llegar a 1:64, después de esto se agregaron eritrocitos sensibilizados con
M. haemolytica, del serotipo a probar, a todos los pozos y se dejé reposar
durante 1 hora para dejar precipitar los eritrocitos y poder leer los resultados.
La formacién de una roseta en el fondo de los pozos indicé la presencia de
anticuerpos contra los antigenos capsulares. Por el contrario un boton de

eritrocitos en el fondo indicé la ausencia de anticuerpos.®

C) OBTENCION DE LEUCOTOXINA PARA LA PRUEBA DE ENSAYO
VISUAL SIMPLE

Se sembraron cepas de M. haemolytica biotipo A1y A2 por separado en
agar sangre, incubando durante 18 horas a 37 %C, después se cosecharon y se
sembraron en matraces con medio RPMI-1640 adicionado con 7% de suero

fetal bovino.



Se incubaron de 4-5 horas en bano Maria a 37 °C, donde se alcanzé la fase
logaritmica de crecimiento, detectado por un cambio de color del medio que se

torno de rosa a amarillo con una apariencia turbia.

Se centrifugd a 4,424 xg durante 10 minutos a 4°C; terminando la
centrifugacion se decant6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio
en medio fresco para una segunda incubacion de 1 a 2 horas a 37°C con

movimiento constante.

Por ultimo se centrifugd y se obtuvo el sobrenadante del cual se obtuvieron
alicuotas para determinar su efecto cotitoxico por medio de ensayo simple

visual (titulacién de la leucotoxina).*®
D) CHOQUE HIPOTONICO PARA LA OBTENCION DE LEUCOCITOS

El cual se realiza por medio de un cambio brusco generado por accion
del agua destilada la cual produce lisis de eritrocitos, los cuales no se requieren
para la elaboracién de la prueba de ensayo visual simple. Esta lisis generada
con agua destilada se detiene con una solucién de PBS 2x y de esta manera
se obtienen las células blancas previamente lavadas en tres ocasiones con
PBS 2x y centrifugadas a 1,600 xg por 5 minutos a 4°C. Donde cada ml de

solucion contiene 1 x 10 © células blancas.*®
E) DETERMINACION DEL TiTULO DE LA LEUCOTOXINA

Se agregaron 100 ul de medio RPMI-1640 en microplacas de titulacion
de 96 pozos de fondo plano, también 50 ul de leucotoxina a la primera fila de
pozos, haciendo diluciones dobles hasta llegar a 1:64; después se adicionaron

100 ul de células blancas obtenidas por choque hipotdnico y se incubd por una
horaa 37 °C.



Se centrifugd a 1,600 xg durante 5 minutos a 4°C y se decantd. Se
adiciono formol al 10% para fijar las células durante 20 minutos, y por ultimo se
agrego cristal violeta al 1% por 5 minutos.

Un fondo claro en los pozos indica la presencia de leucotoxina, la cual
ejerce su actividad litica sobre los leucocitos eliminando el sustrato celular a
tefir, por otra parte un fondo de color azul indica la presencia de células y por

lo tanto la ausencia de leucotoxina o el efecto de la dilucion de la misma.*

F) DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA LA LEUCOTOXINA
DE Mannheimia haemolytica, POR MEDIO DE LA PRUEBA DE
ENSAYO VISUAL SIMPLE

Esta prueba se fundamenta en la capacidad que tiene la leucotoxina de
M. haemolytica para lisar a las células "blanco", que en este caso fueron
leucocitos de sangre periférica de ovino obtenidos mediante choque hipotoénico.

En microplacas de titulacién de 96 pozos de fondo plano se agrego a
todos los pozos 100ul de RPMI-1640. También se adiciond en la primera fila
100ul de suero problema. Haciendo diluciones dobles de los sueros hasta
llegar a 1:64, después se agregaron 50ul de leucotoxina con titulo de 1:2
previamente titulada y posteriormente se adicionaron 100ul de células blancas
y se dejo incubando 1 hora a 37 °C.

Pasado el tiempo, se centrifugdé a 1,600 xg durante 5 minutos a 4°C, se
decanto el sobrenadante y se fijaron las células con formol al 10% durante 20
minutos; por ultimo se tifieron las células con cristal violeta durante 5 minutos y

se enjuagaron con agua corriente.*®



Como todos los pozos contienen leucotoxina:
" un fondo azul indico la presencia de células y por lo tanto la presencia
de anticuerpos en el suero de los ovinos que neutralizan a la
leucotoxina.*®

- un fondo claro indicé la ausencia de células y por lo tanto ausencia de

anticuerpos en el suero.*
G) ANALISIS ESTADISTICO

De los resultados donde se determinaron los titulos de anticuerpos, se
obtuvo el promedio de las seis determinaciones en cada animal y
posteriormente fueron procesados por SPSS para realizar el analisis
estadistico por medio de la prueba de Tukey con un valor a de 0.05, donde el
titulo de anticuerpos fue transformado a raiz cuadrada para su analisis y
después se regreso a su valor original. Los resultados o promedios con la
misma literal (* ®) no muestran diferencia significativa entre las medias del
mismo muestreo, mientras que los valores con la literal (°) son

estadisticamente diferentes entre muestreos.*®

H) CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS CEPAS DE Mannheimia
haemolytica

Los aislamientos de Mannheimia haemolytica obtenidos de fosas
nasales de ovinos se identificaron por su morfologia colonial en placas de agar

sangre.

En estas condiciones se desarrollaron colonias blanco grisaceas lisas y

mucoides rodeadas de una pequefa zona de [ hemdlisis, que son



caracteristicas de esta especie. Microscopicamente se observaron cocobacilos
gram negativos pequenos.

Su identificacion se bas6 en su comportamiento a pruebas bioquimicas
establecidas para este género. Los diferentes aislamientos reaccionaron de
manera similar a las pruebas de oxidasa (util para identificar bacterias Gram (-)
y aerobias), indol (detecta la produccion de indol a partir del triptofano que
contiene el medio, por actividad de la triptofanasa de la bacteria que hidroliza
esté aminoacido, el cual es positivo, cuando forma un anillo rojo),
O/F (determina si las bacterias llevan a cabo un metabolismo oxidativo o
fermentativo a partir de glucosa ), TSI (determina la fermentacion de
carbohidratos “glucosa, sucrosa y lactosa”, produccién de acido y gas ademas

de la produccién de acido sulfhidrico) y Motilidad. # > 144



RESULTADOS

Como se puede observar las figuras 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8 y 9, representan
el titulo de anticuerpos generados por los diferentes biolégicos contra los
antigenos A1, A2 y la leucotoxina de M. haemolytica por rancho, de igual
manera los cuadros representados con los mismos numeros, contienen todos
los resultados (promedios y error estandar) de la titulacion para cada una de las
figuras; donde cada gréafica representa un rancho y que han sido llamados,
para el caso de la explotacion ubicada en Tepotzotlan es denominado Rancho
1y los dos ranchos del estado de Tlaxcala son denominados como Rancho 2 y
Rancho 3.

La escala de evaluacidon del titulo de anticuerpos se describe en la
siguiente tabla, donde cada valor corresponde a la presencia del complejo
antigeno — anticuerpo en las diluciones dobles (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64),
realizadas en las pruebas (inhibicion de la hemoaglutinacién y ensayo visual
simple) para la obtencién de titulo de anticuerpos para los diferentes

antigenos.*’

Tabla 1

Titulo de anticuerpos | Respuesta serolégica
70 Alta 6 Buena
60 Alta 6 Buena
50 Alta 6 Buena
40 Media 6 Regular
30 Media 6 Regular
20 Baja 6 Mala




10 Baja 6 Mala
0 Baja 6 Mala

En la Figura 1, Cuadro 1, se puede observar que en el dia 15 de muestreo
el titulo de anticuerpos de los biolégicos A, C, D y E elevan mas su respuesta
que en los otros muestreos, lo cual muestra una diferencia significativa
(P<0.05) entre el biolégico A del segundo muestreo, respecto a todos los
bioldgicos muestreados los dias 0 y 30, mientras que en el dia 45 el bioldgico A
es estadisticamente diferente (P<0.05) a los demas biolégicos en el mismo
muestreo. De manera general esta figura no muestra diferencia estadistica
entre biologicos por dia de muestreo (excepto en el dia 45), donde el titulo

promedio de anticuerpos es de 20, generando una respuesta baja.

En la Fig. 2, Cuadro 2, el titulo de anticuerpos se encuentra en promedio en
30, lo cual quiere decir que se genero una respuesta regular en todos los
biolégicos, demostrando asi que no hay diferencias significativas entre
bioldgicos, ni entre muestreos; esto a pesar de que el biolégico D tuvo una

tendencia creciente en el ultimo muestreo.

La Fig. 3, Cuadro 3, muestra un titulo de anticuerpos minimo en todos los
muestreos y en la mayoria de los biolégicos, a excepcién del biolégico C con
titulo de 40 en el muestreo del dia 30, el cual es diferente estadisticamente
(P<0.05) a los biologicos de los muestreos de los dias 0, 15 y 45, no asi en su

mismo muestreo donde no hay diferencias significativas.

La Fig. 4, Cuadro 4, en esta grafica no se pueden observar diferencias
estadisticas entre bioldgicos en el mismo dia de muestreo, sin embargo se
puede observar una titulo alto de anticuerpos en el primer muestreo (dia cero),
que en muestreos subsecuentes, en promedio esta figura representa un titulo

bajo de anticuerpos.



En la Fig. 5, Cuadro 5, se puede observar que en la escala de evaluacion
esta grafica solo llega a 10 lo cual indica una respuesta mala de manera
general en todos los biolégicos y en cada dia de muestreo, por lo que la
diferencia estadistica que existe entre el biolégico D del dia 15 y los biolégicos

del dia 30 y 45 adquieren poca importancia.

Figura 6, Cuadro 6, como se puede ver en esta grafica solo existe una
diferencia significativa estadisticamente (P<0.05), la cual esta representada por
el bioldgico C del ultimo muestreo, respecto a los demas bioldgicos, de todos

los muestreos, el cual genera una respuesta que va de baja a regular (25).

Las siguientes graficas que corresponden a las figuras 7, 8 y 9 generan una
respuesta que se ubica en la escala de evaluacién dentro de las bajas 6 malas

alcanzando una produccién de anticuerpos de 10 a 20.

Figura 7, Cuadro 7, en esta grafica no hay diferencias estadisticas entre
muestreos, sin embargo el grupo control en el dia 0 presento un titulo de
anticuerpos elevado comparada con los otros biolégicos, mientras que el
bioldgico C del dia 30 genero una respuesta regular comparada con los demas

bioldgicos, aunque ninguno es diferente estadisticamente.

Figura 8, Cuadro 8, esta grafica manifiesta una respuesta antigénica
regular en el dia cero, la cual baja en los siguientes muestreos, mientras que el
bioldgico E en el dia 30 es diferente estadisticamente (P<0.05) comparado con

los bioldgicos del dia 15 y 45 respectivamente.

Figura 9, Cuadro 9, los mas representativo de esta grafica es el biologico D
y E del dia 15 los cuales son estadisticamente diferentes a los biolégicos del
mismo muestreo y a la mayoria de los biolégicos del muestreo del los dias 30 y

45 a excepcion de los biologicos D (dia 30) y A (del dia 45).



Las figuras 10 y 11 y sus respectivos cuadros representan el promedio
general de la titulacion de anticuerpos generado por cuatro bioldgicos

comerciales y un experimental por antigeno (Fig. 10) y por rancho (Fig. 11).

Figura 10, Cuadro 10, de manera general se puede observar una mejor
respuesta en los biologicos contra el serotipo A1 comparado con la respuesta
de los serotipos A2 y la Leucotoxina, donde la mejor respuesta entre biolégicos
corresponde al biolégico A aunque no presenta diferencia estadistica respecto
a los demas biolégicos, mientras que cada uno de los biologicos es
significativamente diferente al grupo control. La respuesta para el serotipo A1
en promedio es de 10 lo cual indica una respuesta baja, mientras que para el
serotipo A2 y la Leucotoxina la respuesta se encuentra en 5 de promedio,

dando una respuesta minima y poco representativa en todos los casos.

Figura 11, Cuadro 11, no se observo ninguna diferencia estadistica entre
ranchos, aunque hubo una respuesta mejor para el biolégico A en el rancho 1y

2; y para el biolégico D en el rancho 2.



@ TITULO DE ANTICUERPOS GENERADO POR CUATRO
BIOLOGICOS COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA EL
ANTIGENO A1 DE Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 1.

Cuadro 1

Vacuna | DIAO DIA 15 DIA 30 DIA 45
A 90+£78 | 295+8.3 152+69 [242+7.38
B 1.7+0.5 71+17 148+123 | 3.2+14
C 29+10 | 23.0+9.5 08+ 04 96+28
D 10.5+89|248+10.8 1.3+0.6 6.3+3.1
E 3513 1| 240+9.0 0.0+0.0 56+17
F 1.8+0.4 1.7+0.6 3.0+17 1.3+1.3

TiTULO DE ANTICUERPOS CONTRA EL
SEROTIPO A1
40 .
35
30 1T F oA
8 25 | mB
3 20 . T oc
= 15 T L ] oD
% 10 . T mE
51 F
5 DiAo DiA15 DiA 30 DiA45
MUESTREOS

Figura. 1: Se observa que los bioldgicos A, C, D y E siguen el mismo patrén

obteniendo titulos altos en el dia 15, mientras que en los demas dias no se presento esto.




@ TITULO DE ANTICUERPOS GENERADO POR CUATRO
BIOLOGICOS COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA EL
ANTIGENO A1 DE Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 2.

Cuadro 2

Vacuna DIA 0 DIA 15 DIA 30 DIA 45
A 19.6+64 | 32.0+85 16.2 + 8.1 24575
B 171+7.2 19.3+6.7 7.0+20 14.8+5.0
C 10.2+4.0 | 30.0+ 123 | 8.6+4.0 40+14
D 105+£33 | 2567+ 81 [ 140+ 20| 33.0+31.0
E 11.2+33 | 23.8+x75 57122 17.0+£15.0
F 13.1+5.1 42+2.0 40+1.2 1.0£1.0

TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA EL
SEROTIPO A1
70
60
DA
2 at
E 30 f T - M oc
8 20 TT 1 T :E
0l L
10 DiAQ DiA15 DIA 30 DiA 45
MUESTREOS

Figura. 2: Se observa que los biolégicos A, B, C y E obtiene titulos altos en dia 15,

disminuyendo para el dia 30 mientras que el biolégico D tiene titulo mas alto en el dia 45.




@ TITULO DE ANTICUERPOS GENERADO POR CUATRO
BIOLOGICOS COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA EL
ANTIGENO A1 DE Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 3.

Cuadro 3

Vacuna DIA 0 DIA 15 DIA 30 DIA 45
A 14+0.7 | 22+10 | 16.2+44 | 8.0+0.0
B 08+05|25+22 57+45 6.8+4.3
C 22+05 42+ 17|320+£120| 6.6+0.8
D 20+11 1 62+25| 21.3+98 | 6.0+2.2
E 26+12 11104 9.0+3.8 [11.6+5.8
F 1.5+£05 | 0.7+0.3 1.7+£11 26+ 1.3

TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA SEROTIPO
A1
50
45 =
40 oA
8 35 1 =B
5 30 i oc
W 25 il o
% ?g “__ I :E
: | I ol
O,ﬂiil_v_ﬁﬂ_hs_ﬁ
DiAO DiA 15 DiA 30 DiA 45
MUESTREOS

Figura. 3: Se observa que en el dia 30 se obtiene el pico mas alto de produccién

para los bioldgicos A, C y D.




@ TITULO

DE

ANTICUERPOS

GENERADO

POR CUATRO

BIOLOGICOS COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA EL
ANTIGENO A2 DE Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 1.

Cuadro 4

Vacuna DIA 0 DIA 15 DIA30 | DIA45
A 5.1+22 | 11.5+7.7 1151+£9.2|8.0+3.2
B 125+88 | 142+94 | 3.0+0.5 [4.0+0.0
C 285+104| 02+02 | 22+10 |04+04
D 19.4+11.5/11.3+10.5| 25+1.8 |[20+0.6
E 18.7+10.0| 78+6.2 | 40+16 [87+7.9
F 1.3+08 | 40+31 | 0.0+0.0 120+£20

TiTULO DE ANTICUERPOS CONTRA EL
SEROTIPO A2
45
40
35 BA
g 30 S+ =B
E gg T | T T T oc
2 1 ' - .t
& 1] | ii L m IE mF
04 L
-5 biae Dia15 DiA30 Dia45
MUESTREOS

Figura. 4: Se observa que en el dia 0 los biolégicos B, C, D y E tienen la presencia

de anticuerpos que van disminuyendo para los dias 15, 30 y 45, mientras que el biolégico
A es el Unico que presenta una forma ascendente hasta el dia 30 disminuyendo para el dia
45,




@ TIiTULO DE ANTICUERPOS GENERADO POR CUATRO
BIOLOGICOS COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA EL
ANTIGENO A2 DE Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 2.

Cuadro 5

Vacuna DIA 0 DiIA15 | DIA30 | DIA45
A 05+03|40+18 | 16+06|05+0.5
B 1.0+06 | 22+08|23+08|1.2+0.8
C 25+09 (55+15|20+20|02+0.2
D 40+20|/60+34|10+1.0|0.2%+0.2
E 22+08(32+11|00+£00|08+04
F 1.1+04 [ 1.3+06 | 0.0+£0.0|0.2+0.2
TiTULO DE ANTICUERPOS CONTRA EL
SEROTIPO A2
10
8 » OA
8 6 =1 EB
3 . ] oc
g oD
E 2 5 mE
0l oF
- DIAO DIA 15 DIA 30 DIA 45
MUESTREOS

Figura. 5: Se observa como los biolégicos A, B, C, D, E y el grupo control van
aumentando su producciéon de anticuerpos en dia 15 para después disminuir en los dias 30
y 45.




@ TITULO DE ANTICUERPOS GENERADO POR CUATRO
BIOLOGICOS COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA EL
ANTIGENO A2 DE Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 3.

Cuadro 6

Vacuna DIA 0 DIA 15 DIA 30 DIA 45
A 02+£0.205+03|50+£24 1.3+£1.3
B 02+02 (28+22|14+£0.5 05+£0.3
C 25+19 (05+£05|05+03| 255+11.3
D 02+£0.2(03+x03|04+£04 6.3+£5.2
E 07+05(34+£21|10x0.5 1.2+0.6
F 0.0+£0.0(0.2+0.2|0.0£0.0 0.0+£0.0

TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA EL
SEROTIPO A2
40
35
30 oA
8 25 -+ =B
3 20 oc
g 15 L oD
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5 DIAO DIA 15 DIA 30 DIA 45
MUESTREOS

Figura. 6: Se observa que la respuesta de los bioldgicos es poco representativa en el

dia 15 y 30, existiendo una respuesta de los bioldgicos C para el dia 45.




@

TITULO DE ANTICUERPOS GENERADO POR CUATRO BIOLOGICOS
COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA LA LEUCOTOXINA DE

Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 1.

Cuadro 7
Vacuna DIA 0 DIA 15 DIA 30 DIA 45
A 51+09% | 115+21%|151+1.2° | 8.0+0.6°
B 125+06% 14.2+0.7% | 3.0+0.0° | 4.0+1.1°
C 28.5+1.0°] 0.2+£0.9° | 22+124% | 0.4+£0.4°
D 19.4+04% 11.3+0.7% | 25+1.0° | 20+0.3°
E 18.7+7.1%| 7.8+6.3° | 40+15% | 8.7+3.6°
F 1.3+10.0° 4.0+1.2% | 0.0+£0.8% | 2.0+0.0°
Figura 7
TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA LA
LEUCOTOXINA
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Figura. 7: Se observa que el biolégico E y el grupo control presentan titulos de

anticuerpos en dia 0, mientras que el biolégico C obtienen su pico alto el dia 30.




@ TITULO DE ANTICUERPOS GENERADO POR CUATRO BIOLOGICOS
COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA LA LEUCOTOXINA DE

Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 2.

Cuadro 8
Vacuna DIAO DIA 15 DIA 30 DIA 45
A 10.6+6.1%16.9+1.3%| 1.7+0.8° 3.5+1.72
B 19.5+9.8%| 0.0+0.0° | 2.0+0.0° 4.4 +1.0°
C 6.0£52% |20+0.0°| 1.5+0.0° 1.0 £0.6%
D 09+05% [43+11%| 0.0+0.0° | 0.0+ 11.72
E 19.0+8.3%|0.0+0.0° | 13.5+7.4% | 1.0+0.0°
F 1.3+09% |4.0+0.0°| 4.0+0.0° 0.0 + 0.0°
Figura 8
TiTULO DE ANTICUERPOS CONTRA LA
LEUCOTOXINA
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Figura. 8: Se observa que los bioldgicos A, B, C y E presentan titulos de anticuerpos

altos en dia 0.




@

Mannheimia haemolytica EN EL RANCHO 3.

TITULO DE ANTICUERPOS GENERADO POR CUATRO BIOLOGICOS
COMERCIALES Y UN EXPERIMENTAL CONTRA LA LEUCOTOXINA DE

Cuadro 9
Vacuna DIAO DIA 15 DIA 30 DIA 45
A 20+12% | 1.3+06% [23+1.3%] 0.0+0.0°
B 0.0+0.0% | 23+ 1.0° |3.1+1.1%] 10.9+8.9°
C 14.0+10.1%| 0.0+0.0° [1.1+06°%| 27+0.72
D 57+21% |16.5+104°|/6.0+5.2%| 2.0+ 1.4°
E 57+19% [200+98°(06+04%] 0.0+0.5°
F 20+ 00% | 26+04% [1.3+1.0°| 0.0+0.0°
Figura 9
TiTULO DE ANTICUERPOS CONTRA LA
LEUCOTOXINA
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Figura. 9: Se observa que en el dia 0 hay presencia de anticuerpos en el biolégico C.

Mientras que los biolégicos D y E obtienen su pico de produccion en el dia 15.




@ PROMEDIO GENERAL DE LA TITULACION DE ANTICUERPOS
GENERADO POR CUATRO BIOLOGICOS COMERCIALES Y UN
EXPERIMENTAL POR ANTIGENO.

Cuadro 10

Vacuna A1 A2 A3
A 16.53+4.88 | 447 £+2.74 | 3.28 +1.26
B 8.43+3.17 | 3.81+2.33 | 3.88+ 1.56
C 11.21+£1.20 | 591+ 1.68 | 4.03+0.72
D 13.49+3.69 | 4.49+2.18 | 3.57 +2.00
E 9.61+250 |4.34+2.74 | 7.08+0.65
F 3.08+1.27 | 0.86+0.52 | 3.59+1.71

TITUTLO DE ANTICUERPOS POR ANTIGENO
25
20 -
8 .l_ o A1
a 15 1 mA2
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BIOLOGICOS

Figura.10: De los resultados obtenidos se muestra que el biolégico A que
corresponde a la vacuna experimental contiene una respuesta alta con respecto a los
demas bioldgicos, siendo esto para el antigeno A1 Mientras que el biolégico C forma
mayor titulo de anticuerpos contra el A2, y el biolégico E para la leucotoxina.




@ PROMEDIO GENERAL DE LA TITULACION DE ANTICUERPOS
GENERADO POR CUATRO BIOLOGICOS COMERCIALES Y UN
EXPERIMENTAL POR RANCHO.

Cuadro 11

Vacuna

RANCHO 1

RANCHO 2

RANCHO 3

7.78 +4.85

7.19+6.57

2.94 + 1.81

442 +2.23

5.51+3.76

2.26 +£0.92

6.78 £1.20

5.06 + 3.55

7.22 £1.99

6.13+2.71

6.19+6.26

4.81+2.17

6.58 + 1.02

5.79+3.72

3.48 £ 1.53

mmo|o|m(>

2.39+1.69

2.38+1.45

0.73+0.50

TITULO DE ANTICUERPOS POR RANCHO

16
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O RANCHO 1
B RANCHO 2
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vNo N DO

A B C D E E

BIOLOGICOS

Figura.11: De los resultados obtenidos se muestra que el biolégico A que
corresponde a la vacuna experimental contiene una respuesta mayor con respecto a los
demas bioldgicos para los ranchos 1y 2, mientras que bioldgico C tuvo mejor respuesta en
el rancho 3.




@ CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS CEPAS DE Mannheimia
haemolytica

El promedio de incidencia total Mannheimia haemolytica fue de 5.5 %,
dando por entendido que los demas animales fueron negativos a las pruebas
realizadas, lo cual se puede observar en el cuadro 11, que representa el
numero de bacterias que tuvieron un comportamiento similar en las pruebas
bioquimicas y que por lo tanto demuestran la presencia de Mannheimia
haemolytica. Asi mismo se puede observar una reduccién de la presencia de la
bacteria en los muestreos subsecuentes del dia 0, ya que en este dia se aislo
un 2.7 % de la bacteria en el aparato respiratorio alto, mientras que para el
segundo muestreo redujo a un 0.5 % y que para el dia 35 no hubo presencia de
la bacteria, por ultimo en el muestreo del dia 45 nuevamente se pudo aislar la
bacteria en un 2.2 %, tomando en cuenta que el porcentaje total aislado es muy
bajo y se considera dentro del rango aceptado como parte de la microbiota

normal de cavidad nasal.

@ PRUEBAS BIOQUIMICAS UTILIZADAS PARA LA IDENTIFICACION DE

Mannheimia haemolytica

Cuadro 12: Se muestra que el promedio de incidencia total Mannheimia haemolytica
fue de 5.5%, tomando en cuenta el total de animales muestreados y que en muestreos

posteriores redujo.

Muestreo | Motilidad | TSI | O/F | Oxidasa | Indol
4° - Ac/Ac| F + -
4° - Ac/Ac| F + -
1° - Ac/Ac| F + -
2° - Ac/Ac| F + -
4° - Ac/Ac| F + -
4° - Ac/Ac| F + -
1° - Ac/Ac| F + -
1° - Ac/Ac| F + -
1° - Ac/Ac| F + -
1° - Ac/Ac| F + -




DISCUSION

Al evaluar la respuesta serologica de los bioldgicos utilizados para la
prevencion de Pasteurelosis neumonica en ovinos, se pudo observar que en
los ranchos 1, 2 y 3, los inmunogenos tuvieron una respuesta serolégica mayor
a el serotipo A1, representado en las figuras y cuadros 1, 2, 3 y 10, esta
respuesta puede deberse a que los biolégicos utilizados fueron elaborados
para ganado bovino. Sin embargo el A2 es el serotipo mas importante en
ovinos, lo cual fue estudiado por Thompson en 1977, donde demostré que de
406 muestreos, el serotipo mas frecuente en ovinos fue el A2 con un 33% de
todas las muestras obtenidas®, por lo que se puede suponer que los
inmundgenos que se usaron no contienen el serotipo A2 o bien lo contienen en
una concentracion muy baja, ya que no existen métodos para evaluar la
concentracion de los antigeno después de su inactivacion al someterlos a altas
temperaturas, como en el caso del biolégico experimental donde se obtuvo la
concentracion de los serotipos al momento de elaborarse, pero después de
elaborado e inactivado ya no se puede determinar la concentracion de estos
antigenos debido a la ausencia de esta metodologia .

Con referencia a los resultados del titulo de anticuerpos generado por
los cuatro biolégicos comerciales y el experimental contra la leucotoxina se
encontré una variacion en el titulo de anticuerpos generados por algunos
bioldgicos representado en las figuras 7, 8, 9 y 10, como ejemplo el bioldgico E
de la figura 10 donde se obtuvo una mejor respuesta, asi como en el muestreo
inicial de las figuras 7, 8 y 9, mientras que otros biolégicos simplemente dieron
una respuesta minima, lo cual sugiere que el titulo de anticuerpos generado
pudo deberse a una infeccidon previa subclinica o clinica en recuperacion y

talvez no fue precisamente por la vacunacion.



Garcia menciona que cuando existe una exposicion temprana a un
antigeno el sistema inmune actua formando una respuesta, la cual es producir

anticuerpos contra dicho antigeno. *'

En el aspecto de promedio general de la titulacion de anticuerpos
generado por cuatro biolégicos comerciales y uno experimental, se observd
que la respuesta serologica a la vacunacion fue variable en todos los
bioldgicos, como se muestra en las figuras 10 y 11, ya que en algunos casos al
momento de la vacunacion (dia cero) habia presencia de anticuerpos contra
los principales antigenos de la bacteria, este hecho puede deberse a que la
bacteria es parte de la microbiota y por lo tanto, ya existe una interaccién del
agente contra el sistema inmune, también es posible que alguno animales
hayan padecido un cuadro neuménico antes de la vacunacion, por lo que la
inmunizacion no puede considerarse como un indicador de proteccién como lo
sugiere Dereck 1989, aunque autores como Mutters 1985 sugieren lo contrario
e indican que el titulo de anticuerpos elevado esta relacionado con la
proteccion y con la disminucién de dafio pulmonar a la necropsia, evaluado

después del desafio. "

De lo reportado en resultados anteriores en base a los cuadros y
graficas ( Figuras 1-11), determinamos que los biolégicos que se utilizaron,
fueron similares a los empleados en un estudio realizado en Minnesota, los
cuales no generaron el mismo nivel de anticuerpos, ya que los bioldgicos que
se utilizaron dieron una respuesta inmunolégica alta ' a diferencia del
presente trabajo donde se obtuvo una respuesta serolégica minima en todos

los serotipos estudiados.



En este trabajo los titulos elevados del muestreo basal sugieren que
pudo haber influencia de inmunidad pasiva, ya que la ingestion de calostro al
nacimiento de los corderos genera la presencia de anticuerpos contra

21.29.36 sin embargo este no

antigenos que estuvieron presentes en la madre
puede ser el caso ya que los animales utilizados tenian de dos a cuatro meses
de edad y la inmunidad pasiva natural solo dura los primeros dos meses de
vida del animal, lo cual afirma a un mas el hecho que hubo una infeccion antes

de la vacunacion.

En el presente trabajo se pudo comprobar que la inmunizacidon esta
relacionada con la disminucion de M. haemolytica en las vias respiratorias
altas, ya que la presencia de esta bacteria fue aislada en muestreos posteriores
al basal, principalmente en el grupo control, aunque también se presento un
bajo porcentaje en otros grupos. Asi como en otros trabajos donde utilizaron
vacunas multivalentes con los serotipos A1, A2 y T10 y vacunas con bacterias
muertas, aplicando de 1 a 2 dosis, demostrando una reduccién en la presencia
de la bacteria. Sin olvidar que la bacteria es parte de la microbiota normal de

vias respiratorias altas y que el porcentaje encontrado fue muy bajo. '* %°



CONCLUSIONES

Los bioldgicos contra el serotipo A1 no mostraron diferencia significativa
estadisticamente, sin embargo los biolégicos contra este serotipo tuvieron

mejor respuesta en comparacion con el serotipo A2 y la leucotoxina.

Mientras que para el serotipo A2 fue baja y tampoco hubo diferencia
significativa entre los bioldgicos utilizados, lo cual debe considerarse en

trabajos posteriores ya que este serotipo es el mas importante en los ovinos.

En caso de los anticuerpos generados contra la leucotoxina, se observa
que la respuesta es mayor en el bioldégico “E” presentandose una diferencia

significativa (P<0.05) respecto a los demas bioldgicos.

En cuanto al aislamiento de Mannheimia haemolytica del exudado nasal,
el grupo control fue el que presento el mayor porcentaje de aislamiento de la
bacteria, reduciendo asi la presencia de ésta en el aparato respiratorio alto en
los demas grupos, considerando que el porcentaje total aislado es muy bajo y
se considera dentro del rango aceptado como parte de la microbiota normal de

cavidad nasal.
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