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RESUMEN

La neumonia aguda de las alpacas es causada principalmente por la bacteria
Gramnegativa denominada Pasteurella multocida, por lo que es necesarioel control de
la proliferacion de esta bacteria a través de la vacunacion. Estudios bioinformaticos han
propuesto a la P6-like como un buen candidato vacunal, asi mismo, ensayosin vitro y en
modelo ratén han comprobado su inmunogenicidad. El objetivo del presente estudio es
evaluar la inmunogenicidad de la proteina recombinante de Pasteurella multocida
denominada rP6-like en alpacas, mediante la prueba de ELISA. El ensayo de campo se
realiz6 en el Centro de Investigacion y Produccion “La Raya”-UNA y el procesamiento
de las muestras, en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia, seccion Biologia y
Genética Molecular de la Faculta de Medicina Veterinaria, UNMSM. Para ello se
formaron cuatro grupos de cinco animales cada uno (n=5), a los cuales se les inocularon
cuatro productos, solucion salina normal, bacterina, rP6-like y rP6-like + bacterina, se
tomaron muestras de sangre en el dia cero (prevacunacion) y el quinto, séptimo,
noveno, décimo segundo y décimoquinto dia postvacunacion. Posteriormente se
estandarizaron pruebas de ELISA in house indirecta de punto uUnico, para la
cuantificacion relativa de anticuerpos especificos anti rP6-like de los grupos inoculados
con la proteina y del grupo control, y otro ELISA para anticuerpos anti-antigeno total de
P. multocida para evaluar los grupos inoculados con bacterina y bacterina + rP6-like. El
grupo que presenté mayor elevacion en sus niveles de anticuerpos séricos con respecto
al dia cero, fue el inoculado con la rP6-like, ademas, este produjo una respuesta mas
temprana, encontrandose diferencias significativas a partir delsétimo dia con respecto al
grupo control. En el caso de la bacterina se obervé elevacion significativa a partir del
noveno dia a comparacion del dia cero, para posteriormente presentar elevacion no
significativa hasta ultimo dia de seguimiento.En cambio, la bacterina junto con la
proteina, no produjo elevacion significativa en ningun dia del ensayo. Con este estudio
se evidencia la inmunogenicidad de la rP6-like lo cual sugiere continuar con estudios de

eficacia.

Palabras clave: Pasteurella multocida, vacuna recombinante, P6-like, alpacas, ELISA.



ABSTRACT

The acute pneumonia of the alpacas is caused mainly by the Gram negative
bacterium called Pasteurella multocida, so it is necessary to control the proliferation of
this bacterium through vaccination. Bioinformatic studies have proposed rP6-like as a
good vaccine candidate, and in vitro and mouse models have proven their
immunogenicity. The objective of the present study is to evaluate the immunogenicity
of the recombinant protein of Pasteurella multocida called rP6-like in alpacas, by means
of the ELISA test. The field trial was carried out in the Research and Production Center
"La Raya" - UNA and the processing of the samples, in the Laboratory of Microbiology
and Parasitology, section Biology and Molecular Genetics of the Faculty of Veterinary
Medicine, UNMSM. To this end, four groups of five animals were formed (n = 5),
which were inoculated with four products, normal saline solution, bacterin, rP6-like and
rP6-like + bacterin, blood samples were taken on the day zero (pre-vaccination) and the
fifth, seventh, ninth, twelfth and fifteenth day post-vaccination. Subsequently, single-
point indirect in house ELISA tests were standardized for the relative quantification of
specific anti-rP6-like antibodies of the groups inoculated with the protein and of the
control group, and another ELISA for anti-total antigen of P. multocida for evaluate the
groups inoculated with bacterin and bacterin + rP6-like. The group with the highest
elevation in serum antibody levels with respect to day zero, was the one inoculated with
the rP6-like, in addition, this produced an earlier response, finding significant
differences from the seventh day with respect to the control group. In the case of the
bacterin, a significant elevation was observed from the ninth day onwards compared to
the zero day, to subsequently present non-significant elevation until the last day of
follow-up. In contrast, the bacterin together with the protein did not produce significant
elevation on any day of the trial. This study demonstrates the immunogenicity of rP6-

like, which suggests continuing efficacy studies.

Key words: Pasteurella multocida,recombinant vaccine, P6-like, alpacas, ELISA.
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I. INTRODUCCION

La produccion de alpacas es la principal actividad econémica para los pequeiios,
medianos productores y empresas asociativas de las comunidades del altiplano peruano;
sin embargo, las enfermedades de origen infeccioso que incidenprincipalmente en
alpacas de edad temprana, merman la produccion y rentabilidad de esta actividad
economica (Ameghino y De Martini, 1991; FAO, 2005). El alto indice de mortalidad
neonatal y de alpacas jovenes (tuis), se refleja en la reduccion de la poblacion total,
reduccion de logrados al destete, disminucion de hembras y machos de reemplazo, y
reduccion de la produccion de fibra (FAO, 2005). Dentro del grupo de enfermedades
que afectan a las alpacas, destaca la neumonia aguda como una de las principales causas

de muerte en las crias y tuis (Ameghino y De Martini, 1991).

En crias, se han reportado cifras de mortalidad mayores al 27% (Ramirez, 1989),
siendo Pasteurella multocida el principal agente bacteriano involucrado en este
complejo respiratorio.Se teoriza que en alpacas invade el tejido pulmonar luego de un
evento de estrés o previa infeccion viral (Rosadio et al., 2011). Existen medidas de
prevencion de la neumonia aguda que se han introducido en la poblacion expuesta, tales
como uso de antibidticos, uso de cobertizos, mejoras en el manejo, ingestion de
calostro, etc.; sin embargo, estos métodos no poseen elevada eficacia empleados por si

mismos (Cid, 2010).

Las vacunas comerciales basadas en toxoides contra otras enfermedades como la
enterotoxemia, causada porClostridium perfringens, son efectivas para la prevencion de

enfermedad enovinos (Titball, 2009), y alpacas (Yaya y Rosadio, 2005); sin embargo,

1



no existen estudios a cerca de eficacia de vacunas contra la neumonia agudaen las
alpacas (Espada et al., 2010).Todas las vacunas deberaninicialmente ser probadas en
cultivos celulares y animales experimentales, para posteriormente ser evaluadas en la
especie de destino,con el objetivo de medir su eficacia protectiva e inmunogenicidad, en
este ultimo caso, es comunmente usada la prueba de ELISA indirecta en muestras de

suero deanimales vacunados, colectadas en diferentes momentos (OIE, 2015a).

Debido a la falta de estudios en la neumonia aguda de las alpcas, especialmente
en su tratamiento, diagnostico, patogénesis y en la interaccion entre Pasteurella
multociday las defensas del organismo, son muy usados los modelos explicativos
disefiados parala enfermedad en bovino, particularmente a la enfermedad denominada

neumonia enzootica de los terneros y fiebre del embarque(Rosadio ef al., 2011).

El objetivo del presente estudio es evaluar la capacidad inmunogénica de una
proteina recombinante denominada rP6-like, comparandola contra un grupo control y
tomando como referencia relativa un grupo inoculado con una bacterina de P. multocida
y otro inoculado con rP6-like + bacterina de P. multocida, mediante la técnica de

ELISA in house indirecta de punto Unico.



II. ANTECEDENTES

1. Produccion de alpacas en el Peru

La alpaca (Vicugna pacos) constituye un importante recurso genético de gran
importancia social, econémica y cientifica para el Pert y el mundo. Los productos mas
resaltantes que se obtienen de este camélido son: la fibra, la cual es muy cotizada por
sus cualidades textiles, y la carne, que tiene propiedades nutricionales superiores a otros
animales, ademas de las pieles y cueros por su uso artesanal (FAO, 2005).

El Pert es el pais que posee la mayor cantidad de alpacas (Vicugna pacos)ya que
cuenta con tres millones 592 mil 482 unidades,representando el 89% de la poblacion de
alpacas del mundo (INEI, 2013). La crianza de alpacas en el Peru estd distribuida
principalmente en los departamentos de Puno (55%), Cuzco (12%), Arequipa (10%) y
Huancavelica (6%) (INEI, 2013). Ademas, esta crianza se distribuye principalmente en
la sierra sur y central, y en altitudes que van desde los 3800 msnm y por encima de los
5000 msnm (FAO, 2005; Ameghino y DeMartini, 1991).

La produccion de alpacas, en la region llamada puna o jalca, es la principal
actividad econdmica para los pequeiios, medianos productores y empresas asociativas
de las comunidades del altiplano peruano (Ameghino y DeMartini, 1991; FAO, 2005).
Los pequeiios productores concentran el 85% de las unidades agropecuarias, y se
encuentran dispersas en grupos de 50 a 100 cabezas por rebafio (INEIL, 2013). En efecto,
estos animales son en muchos casos, la unica fuente de alimentoe ingresos para una
gran cantidad de poblacion rural que vive por encima de los 3800 msnm (Bustinza et

al., 1988).



Esta actividad productiva se encuentra mermada, pues existe una elevada
mortalidad en las crias y una baja natalidad (Ramirez, 1989). La presentacion de estos
problemas varian segun la region, por ejemplo, en la regiéon de Puno predominan las
enfermedades infecciosas, las cualesson la primera causa de muerte en alpacas de esa
region (Ameghino y DeMartini, 1991).

Dentro del grupo de enfermedades infecciosas, destaca la neumonia como la
segunda principalcausa de muerte en las crias (Rosadio et al, 2011; Rosadio et al.,
1990) y una de las principales causas de muerte en tuis (Guzman et al., 2013),es0 se
traduce en pérdidas econdomicas para los productores, ya sea por la reduccion de la
poblacion total, reduccion de logrados al destete, disminucion de animales de reemplazo
y reduccion de la saca (FAO, 2005). La mortalidad por neumonia, en alpacas de todas
las edades, representa del 17,4% de la mortalidad total en el Centro de Investigacion y
Produccion “La Raya” de la Universidad Nacional de Puno (Mamani et al., 2009).

Este mal, frecuentemente adopta el nombre de neumonia aguda, debido a su
fugazperiodo de presentacion clinica. A esta enfermedad también se le conoce como
complejo respiratorio debido a que es ocasionado, en orden temporal, tanto por agentes
virales como bacterianos, siendo el agente bacterianomds importantePasteurella

multocida (Rosadio et al., 2011).

2. Pasteurella multocida

A este género pertenecen bacterias Gram negativascon forma bacilar o
cocobacilar, midiendo 0,3 — 1 pm de diametro y 1-2 um de longitud, dependiendo de la
fase de crecimiento se pueden mostrar aislados, en pares o en cadenas cortas. Son
inmoviles, no esporulados y poseen un metabolismo quimioorganotrofo, pudiendo ser
tanto de tipo oxidativo como fermentativo. La mayoria de las especies reducen los
nitratos a nitritos y son negativas a en la reaccion de rojo de metilo y la produccion de
acetoina (Voges-Proskauer) (Mutters et al., 2015; Holt et al., 1994). Casi todas las
especies son oxidasa y catalasa positivas, catabolizan la D-glucosa y otros
carbohidratoscon la produccion de acido, perono de gas (Vadillo et al, 2003). Ademas,
se caracterizan por ser anaerobias facultativas, pudiendo crecer bajo condiciones
aerdbicas,microaerofilas o anaerdbicas, y crecen de manera optima de 37°C a 41°C

(Boyce et al., 2010).



La especie Pasteurella multocida pertenece al dominio: Bacteria,
phylum:proteobacteria,clase: gammaproteobacteria, orden: pasteurellales, familia
Pasteurellaceae, género Pasteurella. (Mutters et al., 2015; Harper et al., 2006). Mutters
et al. (1985)reclasificaron este género mediante estudios de hibridacion de ADN-ADN
y desde el 1999, este género ha sufrido muchas modificaciones (Jaramillo et al., 2009).
Dentro del género Pasteurella estan incluidas12 especies con nombre propio (Boyce et
al., 2010), pero basado en estudios filogenéticosde similaridad del gen 16S rRNA y
genes los housekeeping,infB, rpoB,infB, y atpD (Kuhnert ef al., 2000; Christensen et al.,
2005; Kuhnert y Korczak, 2006), solo las especies P. multocida, P. dagmatis, P. canis
yP. stomatisson postuladas como miembros del género Pasteurella sensu stricto

(Korczak y Kuhnert, 2008; Mutterset al., 2015).

El nombre Pasteurella multocida fue propuesto en 1938 para incluir a las
bacterias tipicamente productoras de indol, no hemoliticas y aisladas de casos de
Septicemia Hemorragica (Rosenbusch y Merchant, 1939). Actualmente esta especie
puede ser separada de los otros miembros del género por su reaccion positiva a la
ornitina descarboxilasa, formacion de indol, produccion de acido a partir de (-) D-
manitol, y negativa a la produccion de maltosa y dextrina (Mutters et al., 2015).
Pasteurella multocida se subdivide en tres subespecies: P. multocida subsp. multocida,
P. multocida subsp. gallicida y P. multocida subsp. séptica en base a los analisis de
hibridacion DNA-DNA y produccién de acido a partir de dulcitol y (-) D-sorbitol
(Boerlin et al., 2000; Petersen et al., 2001).

Existen 5 tipos capsulares o serogrupos (A, B, D, E y F) en base a su
composicion capsular y el test de hemaglutinacion directa (Carter et al., 1952) y 16
serotipos somaticos (1-16) LPS y al test de inmunodifusion en agar gel (Heddleston et
al., 1972). En efecto se utiliza una nomenclatura que incluye ambos test serologicos
para designar las diferentes cepas aisladas (ej. A:3, que significa posee serovar A y
serotipo LPS 3) (Boyce et al., 2010). Debido al tiempo, al costo de ejecucion de las
pruebas serologicas clasicas y a la dilucidacion la estructura de los loci de biosintesis de
la capsula y LPS, se han desarrollado métodos de genotipado por PCR maés accesibles y
precisos, usados actualmente en todo el mundo (Townsend et al., 2001; Harper et al.,

2015; OIE, 2015b).



Pasteurella multocida forma parte de la microbiota de las vias respiratorias altas
de alpacas adultas y otros rumiantes sanos (Barsallo, 1985); pero siguiendo el modelo
de patogénesis del bovino, en condiciones de estrés, infeccion virica, y otros factores
desencadenantes puede convertirse en invasores secundarios y desempefiar un papel
significativo en la patogénesis de la neumonia aguda en las alpacas (Rosadio et al.,

2011).

3. Enfermedades causadas por Pasteurella multocida

3.1. Pasteurella multocida en animales

La especie Pasteurella multocida es agente primario de enfermedades como la
rinitis atrofica en el cerdo (Chanter y Rutter, 1989), la septicémia hemorragica de los
ungulados (DeAlwis et al., 1980), el Colera aviar (Derieux et al., 1978), y rinitis
purulenta (snuffles) en el conejo (DiGiacomo et al., 1991). Ademas, puede ser un agente
secundario importante (major contributor) de muchas otras enfermedades complejas,
como elcomplejo respiratorio bovino (neumonia enzodtica y fiebre del embarque) y
también de otros rumiantes (Dowling et al., 2002; Dabo et al., 2008a), la neumonia
enzootica del cerdo (Hansen et al., 2010), y la neumonia aguda de las alpacas(Rosadio
et al., 2011). De igual modo,se puede comportar como una zoonosis que se transmite a
través de rasgufios, mordidas y contacto con secreciones de mucosas provenientes de
animales, originando a veces condiciones graves tales como bacteremia, meningitis,
abscesos cerebrales, peritonitis espontaneas, y abscesos intraabdominales (Oehleret al.,

2009).

El colera aviar es una enfermedad sistémica que afecta a un amplio abanico de
especies de aves domesticas y silvestres (Derieux ef al., 1978), en esta enfermedad esta
involucrada en esencia, el serogrupo A, no obstante, también se ha reportado el
serogrupo E en pavos (Wilkie et al. 2012). A parte de los signos y lesiones respiratorias,
esta bacteria causa lesiones necréticas en higado y lesiones hemorragicas en el

epicardio, peritoneo y otros o6rganos (Saif et al.,,2008).

En el caso de la rinitis atrofica en el cerdo que se produce una destruccion de los

huesos etmoturbinados en los cerdos jovenes, estos efectos son atribuidos a la
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dermonecrotoxina o PMT sintetizada por P. multocida toxigénica (Ackermann et al.,
1991) y esta a su vez, asociada a los serogruos A y D (Davies et al., 2003; Eamens et

al., 1988).

La rinitis purulenta (snuffles) en el conejo se caracteriza por una seria descarga
nasal que evoluciona de serosa a mucopurulenta y puede derivar en una neumonia
supurativa fulminante y fatal (Dillehay et al. 1991), esta enfermedad es causada por los

serovares A y D (DiGiacomo et al., 1989).

La septicemia hemorragica de los ungulados, la cual tiene curso agudocon
signos respiratorios, entre otros, se origina cuando un animal portador dispersa el agente
infeccioso a otros animales susceptibles desencadenando un brote (De Alwis et al.,

1990), los serovares implicados son el B y el E. (De Alwis, 1992).

El complejo respiratorio bovino (neumonia enzooética y fiebre del embarque), y
la neumonia aguda de las alpacascomo se explica en apartados posteriores,son

causadasel serogrupode Pasteurella multocida, el serogrupo A (Rosadio et al, 2011).

La neumonia enzootica de los terneros, usualmente se refiere a la enfermedad
respiratoria en terneros en confinamiento (Dabo et al., 2008a) y es una enfermedad que
posee muchas similitudes con la neumonia en alpacas (Rosadio et al., 2011), por
presentarse frecuentemente a manera de brotes y estar causado por patdogenos similares,
tales como, Mycoplasma sp (Virtala et al., 2000), Mannheimia haemolytica (Van
Donkersgoed et al., 1993), asi mismo, Coronavirus (Storz et al., 2000; Autio et al.,
2007), Adenovirus (Autio et al., 2007), Parainfluenza-3 y el Virus respiratorio sincitial
bovino (BRSV) (Van Donkersgoed et al., 1993; Autio et al., 2007) eHistophyllus somni
(Gagea et al., 2006). Ocurre generalmente en terneros de 2 a 6 meses de edad (Ames,
1997), en estudios de terneros mas jovenes se he encontrado que posee pico de
incidencia es cercano a las cuatro a séis semanas de edad (Waltner Toews et al., 1986);
aunque también hay casos en terneros mayores a 1 afio de edad (Campbell, 2016). Los
criterios diagnostico de esta enfermedad no esta muy bien establecido, pero se puede
notar tipicamente: depresion, tos, descarga nasal, fiebre, apetito reducido (Dabo et al.,
2008a; Dowling et al., 2004). Hasta el momento, el desarrollo de esta enfermedad se le
ha atribuido atribuye al serogrupo A de Pasteurella multocida (Frank, 1989; Rimler y

Rhoades, 1989). Se ha logrado reproducir la enfermedad mediante la administracion



intratraqueal de una dosis infectiva de 1 x 10% UFC de P. multocida serotipo A:3
(Dowling et al., 2002). La contribucion de P. multocida parece ser mayor en la
neumonia de los terneros que en la fiebre del embarque, encontrandose mas
frecuentemente que Mannheimia haemolytica (Bryson et al., 1978; Virtala et al., 2000).
A pesar de que se pueden distinguir subpoblaciones comensales y patéogenas de P.
multocida responsables de enfermedades como la rinitis atrofica y neumonia porcina
(Davies et al., 2003), atn se desconoce las diferencias entre las subpoblaciones
comensales y patdgenas para la neumonia enzdotica de los terneros (Dabo et al., 2008a)

y la neumonia aguda de las alpacas (Rimac et al., 2017).

En efecto, existe asociacion entre el serogrupo capsular, la enfermedad
producida y la especie animal afectada. El aislamiento de otros tipos capsulares no
clasicos es posible debido a los constantes cambios evolutivos del patdégeno y la
infeccion cruzada entre especies (Dziva et al. 2008) lo que resulta en la emergencia de
nuevas cepas patogenas (Narayanet al., 2014). Un estudio recientemente
publicado,donde se us6é una aproximaciéon pangendmica, sefialan que las cepas de
Pasteurella multocida, incluida la cepa de alpaca, estan evolutivamente distanciadas,

siendo hospedero especificas (Maturrano et al., 2017).

3.2.Neumonia aguda de las alpacas

3.2.1. Etiologia

La neumonia aguda de las crias de alpaca es una descripcion mas que un
diagnostico, por ello muchas veces adopta el nombre de neumonia de las alpacas
jovenes, puesto que se ha observado el mismo cuadro clinico en alpacas tuis (de 8
meses aprox.) (Guzman et al., 2013).Esta enfermedad ha recibido también Ia
denominacién de “Complejo respiratorio”, ya que es causado por multiples agentes
virales y bacterianos como, el virus Parainfluenza 3 (PI3) y el virus respiratorio sincitial
bovino (BRSV), los cuales provocan una infeccion primaria que permite la proliferacion
de bacterias como Pasteurella multocida y Manheimmia haemolytica (Rosadio et al.,
2011; Guzman et al., 2013).También han sido reportadas coinfecciones del Coronavirus

bovino tipo 2 (Crossley et al., 2010; Luna, 2015), Adenovirus bovino tipo 3 (Guzman et



al., 2013), Klebsiella spp (Arratia y Herrera, 1992), asi como Streptococcus spp,
Staphylococcus aureus, Neisseria spp y Escherichia coli (Ameghino y Calle, 1989;
Guzmén ef al., 2013), ademas existe evidencia serologica de Mycoplasma spp (Hung et
al., 1988),de Herpesvirus bovino 1 y del Virus de la diarrea viral bovina(Rivera et al.,
1987; Manchegoet al., 1998). Dela Cruzet al. (2017) detecté un polyomavirus de alpaca
en los pulmones de una alpaca de 6 meses de edad con linfoma generalizado.También
se ha diagnosticado a Pasteurella multocidacomo agente Unico en la neumonia de
alpacas (Cirilo et al, 2012) y bovinos (Dowling et al., 2002), pero su capacidad de
originar una infeccion en condiciones naturales por si sola es una cuestion de debate

(Bryson et al., 1978).

Pasteurella multocida es la bacteria aislada con mayor frecuencia a partir de
crias de alpaca y tuis con cuadros de neumonia aguda. En el CIP “La Raya” del
departamento de Puno, se aislo P. multocida como agente secundario de neumonia
aguda de alpacas neonatas (de 5 a 39 dias) y posteriormente en alpacas tuis (8 meses)
con frecuencias de 50% (11/22) y 55% (15/27) respectivamente (Cirilo et al, 2012;
Guzman et al., 2013). En un estudio realizado en CIICAS — La Raya y Marangani se
encontrd 60% (18/30) de frecuencia de aislamiento de P. multocida a partir de alpacas

muertas por neumonia (Leon, 2012).

3.2.2. Epidemiologia

La neumonia aguda de las alpacas es una enfermedad multifactorial, entre estos
factores de riesgo estan incluidos: manejo estresante, pobre estado inmunitario,
ambiente desfavorable (Ameghino y DeMartini, 1991). Se presume que un factor
determinante es laexistencia de la amplia fluctuacion de mas de 20°C de diferenciaentre
temperaturas bajasy altas (veranillo), esto acompafiado de las precipitaciones nocturnas
y granizadas que se dan durante la época humeda, los que coinciden con los meses de
paricion(enero - marzo)(Winterhalder y Thomas, 1978). Otros factores importantes en
el caso de tuis,sonla presencia friaje (inclemencias de la época seca), primera esquila
(octubre)y destete(Rosadio et al., 1990; Guzman et al., 2013). Esta enfermedad afecta
con mayor frecuencia a las crias de alpaca durante la tercera semana de vida, seguida

por la cuarta semana (Rosadio, et al 1990; Ledn, 2012).



Entre los afios 1973 y 1979, Ramirez (1991) reportd cifras de mortalidad de
27,5% en las crias, y 26,3% en los tuis. La mortalidad por neumonia, en alpacas de
todas las edades, representa del 17,4% de la mortalidad total en el Centro de
Investigacion y Produccion “La Raya” de la Universidad Nacional de Puno (Mamani et
al., 2009). Al haber un amplio rangoen las cifras de mortalidad por neumoniaaguda en
cada provincia del Pert, se puede aproximar un rango de mortalidad que oscilaentre el 2
y 27% tanto en alpacas como en llamas del altiplano peruano (Ramirez, 1991).

Un estudio de brote, que produjo la mortalidad de 46 alpacas jovenes ocurrido
en el 2014 en la estacion “La Raya” UNA Puno, Peru, se encontré que el 96% de
aislados (23/24) presentaron el mismo perfil ERIC sugiriendo que la epizootia fue
causada por una propagacion clonal de una cepa virulenta en la poblacion susceptible.
Ademas, el 100% de aquellos aislados bacterianos presentaron marcadores para
serogrupo A, genotipo L6 (asociado a los serotipos LPS 10, 11,12 y 15) y los genes
asociados a virulencia tox4 y thpA. (Rimac et al., 2017).

Existe un sinnimero de agentes estresantes de origen ambiental, que juegan un
rol muy imporante en la patogenia de la enfermedad respiratoria en alpacas tales como,
la temperatura durante el periodo seco (mayo - octubre) la cual oscila de -3 a 18°C, ello
acompafiado de la escasez de alimento incrementan las probabilidades de infeccion
respiratoria en las alpacas(McGregor et al., 2012). Estos agentes estresantes
mencionados aumentan la produccion de glucocorticoides y esto incide en la produccion
de citoquinas tales como IL-1B, TNF-a y IL-6, las cuales son secretadas por los
linfocitos Th1 (Calcagni y Elenkov, 2006; Webstery Glaser, 2008). En un experimento
in vitro realizado por Arias et al. (2016) se encontr6 que existe una mayor regulacion
positiva para las citoquinas IL-1a, IL- B, IL-6 y TNFa en las alpacas expuestas a bajas
temperaturas a comparacion con alpacas que viven a nivel del mar, esto puede ser
explicado por la mayor propensidad al estrés por una actividad adrenocortical

aumentada.
3.2.3. Signos Clinicos

La neumonia aguda de las crias es una enfermedad muchas veces fulminante, en
casos hiperagudos el curso es rapido y los animales amanecen muertos, no obstante, en
los casos menos severos o agudos se puede notar: depresion, orejas dirigidas hacia atras,

tos, descarga nasal, elevacion de la temperatura corporal y respiracion superficial
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(disnea); la muerte puede ocurrir en uno a tres dias después de haberse presentado los
signos (Ameghino y DeMartini, 1991). Otros signos reportados son: taquipnea,
anorexia, tos, los sonidos pulmonares en auscultaciéon son muy poco frecuentes o muy

ligeros (Cebra, 2013).
3.2.4. Lesiones

En crias fallecidas por neumonia aguda, se ha aislado P. multocida a partir de
pulmones contres tipos de lesiones histopatologicas, las cuales corresponden a,
bronconeumonia aguda fibrinonecrotizante supurativa severa y difusa, bronconeumonia
aguda leve a moderada supurativa difusa, y congestion y edema pulmonar aguda,
moderada a severa y difusa (Cirilo et al., 2012). En cuadros de neumonia en tuis, se ha
aislado P. multocidade lesiones similares a las encontradas por Cirilo et al. (2012) a
excepcion de que en estos utimos se ha observado agregado linfocitico peribronquial

(Guzman et al., 2013).

3.2.5. Diagnéstico

La mera presencia de Pasteurella multocidaen las vias respiratorias altas no es
diagnostica de la enfermedad,ademas hace falta realizar in vivo pruebas invasivas como
lavado transtraqueal (LTT) o biopsia pulmonar (BP) y examenes post mortem como

necropsias, histopatologia y cultivo bacteriano de pulmoén (Dabo ef al., 2008a).

Los signos clinicos mencionados en secciones anteriores serdn de mucha
utilidad, la auscultacion en alpacas es complicada y por consecuencia no muy usada
(Johnson, 2016).La radiografia tordcica, y los lavados traqueales para el examen
citologico y cultivo bacteriano, son muy usados en EEUU para confirmar el diagndstico
y la eleccion del antibiotico (Cebra, 2013). Se ha demostrado que la haptoglobina es un
buen marcador de la enfermedad pulmonar causada por P. multocida en el ganado

bovino (Dowling et al., 2004).

3.2.6. Aislamiento e identificacion de P. multocida

El medio mas utilizado para el aislamiento de P. multocida es el agar sangre al

5% de bovino u ovino. Para la recuperacion a partir de exudados nasales se recomienda
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usar un medio selectivo con clindamicina (2 pg/mL). Las placas se deben incubar
durante 24 horas a 37°C en atmosfera aerobia. Las colonias de P. multocida son de
color blanco, grisaceo, redondas, brillantes y mucoides, estas liberan un olor dulzon
caracteristico (Vadillo et al., 2003). Las pruebas bioquimicas mas usadas para la
identificacion de P. multocida son:catalasa (positiva), oxidasa (positiva), ureasa
(negativa), ornitina  descarboxilasa  (positiva),  L(+)Arabinosa (negativa),

D(+)Xylosa,D(-)Mannitol (positiva) (Mutters et al., 2015).

‘\_/,

Figura 1.Placa petri con cultivo de Pasteurella multocida a las 24 horas, cepa local.Foto
cortesia de Dr. Jorge Maximiliano

3.2.7. Tratamiento

El tratamiento de pasteurelosis neumoénica en la alpaca, se basan en la
experiencia y ensayos ejecutados por empresas de productos veterinarios principalmente
en bovinos; pero no se han publicado descripciones detalladas de la eficacia de los

diferentes tratamientos (Radostits et al., 2010).

Debido al componente bacteriano, tanto la ERB (Edwards, 2010) y Ia
enfermedad respiratoria de alpacas ha sido tratada con antibidticos. Especies de
Pasteurella sp, son susceptibles lincosaminas (como la clindamicina) o ciertos [-
lactamicos como dicloxacilina o cefalexina, no son muy susceptibles la eritromicina
(pero si a la azitromicina) (Oehler et al., 2009). Pero a pesar de ser un microorganismo

relativamente susceptible a una gran variedad de farmacos, el tratamiento de la
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enfermedad propiamente dicha es costosa y ultimamente ineficaz debido a la corta
historia natural de la enfermedad, por ello dependera del temprano diagndstico de la

enfermedad (Radostits et al., 2010).

En un estudio realizado con cepas de P. multocida causante de septicemia
hemorragica, los antibioticos frente a los queresultd tener una mayor sensibilidad fueron
con la ciprofoxacina, enrofloxacina, gentamicina (Naz et al., 2012). Existen evidencias
que la aparicion de P. multocida multidrogorresistente proveniente de cerdos en Espatia,
esta asociado a la presencia de pequefios plasmidos de resistencia, en los cuales se ha
encontrado multiples genes de resistencia tales como: blaros-1, strd, sul2, los cuales
estan vinculados a la resistencia a los P-lactdmicos, tetraciclinas/esteptomicina,
sulfonamidas (San Millan et al., 2009). El analisis de la cepa 36950 (serotipo A:3),
aislada de un caso de ERB revel¢ la presencia de un elemento conjugativo denominado
ICEPmulesta asociado a la multidrogorresistencia a lastetraciclinas, cloranfenicol,
sulfonamidas, espectinomicina, estreptomicina, enrofloxacina, florfenicol, tilmicosina y

tulatromicina (Michael et al., 2012)

En el caso de la fiebre del embarque, el cual puede ser analogo a los casos
menos severos de neumonia aguda de las alpacas, 85-90% de los bdvidos se recuperan a
las 24 horas, con el uso de oxitetraciclina, tilmicosina, sulfadoxina-trimetroprim,
sulfamidas, penicilina (Radostits et al., 2010). Las concentraciones de oxitetraciclinas
son mas elevadas en los pulmones de los animales afectados que en los pulmones de
animales sanos y se sugiere mantener intervalos de administracion de 12 horas (Ames et
al., 1985). Mediante una inyeccion subcutanea de tilmicosina a 10 mg/ Kg, alcanza
concentraciones relativamente altas en el tejido patologico que en el sano (Morck et al.,
1997). En terneros destetados, la tilmicosina fue muy eficaz como tratamiento en dosis
unicas de las neumonias bacterianas secundarias a la neumonia por Virus respiratorio

sincitial bovino (Scott et al. 1996).

Hasta cierto punto, es viable el uso de farmacos aprobados para el uso en
bovinos para el tratamiento de la neumonia aguda de las alpacas, los camélidos sin
complicaciones sistémicas pueden recuperarse si se detecta a tiempo la

enfermedad(Cebra 2013).
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3.2.1. Patogénesis de la neumonia aguda

La neumonia aguda de las alpacas se asemeja mucho a la neumonia enzodtica
bovina tanto en patogénesis como en cuadro clinico (Rosadio et al/, 2011), por lo que se
tomard a esta ultima como modelo sin dejar de mencionar los estudios hechos en la
alpaca. Las bacterias asociadas con la ocurrencia de bronconeumonia en el ganado de
engorde, incluyen Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni,
and Mycoplasma bovislas cuales residen como parte de la microbiota del ganado sano
(Griffin et al., 2010); pero bajo condiciones de estrés, supresion de la inmunidad o
infecciones virales, se multiplican con rapidez en las vias respiratorias altas (Frank y
Smith 1983) y colonizan las vias respiratorias inferiores cuando descienden por
inhalacion (figura 1). Al llegar las bacterias al pulmon, se adhieren con distintos
factores de virulencia, para mas tarde colonizar la superficie epitelial pulmonar, en
efecto se produce la inflamacion del pulmon en direccion craneocaudal
(bronconeumonia) que se observa como lesiones severas con distinto tipo de exudado
(Rosadio ef al., 2011) comenzando con patron de lesionesque se extienden primero en
los l6bulos pulmonares craneoventrales (Lopez, 2007). Hay evidenticas que la principal
fuente de dafio del pulmon en el pulmon de bovino con enfermedad respiratoria es el
reclutamiento de neutréfilos, los cuales son atraidos por la IL-8, un potente

quimioatrayente (Caswell ef al., 1998).

La inmunidad del hospedero controla la sobrepoblacion delamucosa
nasofaringea por las especies bacterianas comensales por lo que recientemente se
entiende la importancia de esta microbiota en el mantenimiento en la salud respiratoria
(De Steenhuijsen et al., 2015; Holman et al., 2015) ya que otorga resistencia a la
colonizacion (Laufer et al., 2011). La disbiosis o disrupcion de esta microbiota
predispone al desarrollo de enfermedades respiratorias (Pettigrew et al., 2012; De
Steenhuijsen et al., 2016). Existe evidencia que la colonizacion de la nasofaringe por
agentes patogenos asociados con el desarrollo de enfermedad respiratoria, por ejemplo,
en ganado de engorde,M. haemolytica se encuentra en una poblacién normal sana en
prevalencia de 13-20% (Klima et al., 2011) frente a una prevalencia de 85-100%, la
cual se ha encontrado en poblaciones con bronconeumonia (Booker et al., 2008). Estos
datos sugieren que, limitar la colonizacion de patdgenos bacterianos oportunistas

reducira la enfermedad respiratoria en el ganado, y como tal, las estrategias actuales de
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manejo para mitigarla enfermedad, esta dirigida a la reduccion de patégenos mediante el

uso de antimicrobianos (metafilaxis) y programas de vacunacion (Edwards, 2010).

La adherencia es un requisito indispensable antes de que se establezca una
colonizacion (Hatfaludi et al., 2010). En lo correspondiente a las moléculas de
adherenciade P. multocida a las células del hospedero o adhesinas, se sabe que el
genoma de la cepa Pm70 (codigo de accesion: AE004439) posee varios genes de
proteinas putativas fimbriales y adhesinas tales como, ptfd, flpl y flp2, y las
denominadas, hemaglutininas filamentosas, como Asfl y hsf2 (May et al, 2001).
Fimbrias tipo IV han sido identificados en la superficie una gran cantidad de bacterias
de la especie mas su rol en la virulencia permanece indeterminado (Ruffolo et al, 1997).
Mediante estudios de mutagénesis, se han se ha comprobado que, las subunidades pilina
Flp, las proteinas de adherenciaTadD, y las hemaglutininas filamentosas PthB1 y
PthB2, cumplen la funcion de factor de virulencia (Fuller ef al., 2000; Harper et al.,
2003; Tatum et al., 2005).Se demostro la actividad que desempefia la OmpA en la
adhesion a las células Madin Darbin, de rifion de bovino, y a componentes de la matriz
extracelular como, fibronectina y heparina (Dabo et al., 2003). Mediante el uso de
librerias de fago display se demostr6 que la ComEl, una adhesina, se une a la

fibronectina y al DNA de doble cadena (Mullen et al., 2008a; 2008b).

En lo concerniente al metabolismo del 4cido sialico, mediante ensayos in vivo de
atenuacion de los genes nankE, nand y pm1709 la captacion de acido sialico desempetia
un papel importante en la virulencia con la reduccion significativa de su virulencia.
Sumado a eso, se hapostulado que las sialiltransferasas como enzimas relacionadas a la
produccion de glicoformas sialadas de LPS (Steenberg et al., 2005). Se ha atribuido un
rol critico en la virulencia a las sialiltransferasas codificadas por pm0188 y pm0508en

estudios de atenuacion (Boyce et al., 2010; Ni ef al., 2007).

El genoma de Pm70 posee 104 genes putativos asociados a la virulencia (May et
al., 2001). En un estudio reciente donde se analiz6 el genoma de una cepa nacional deP.
multocida de alpaca,se han encontrado 42 genes putativos asociados a factores de
virulencia, como genes de proteinas de membrana externa ompH y ompA;
hyaluronidasas como nana ,nanB y nanH,y el gen de la dermonecrotoxina, toxA

(Hurtado et al., 2017).
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Figura 2. Modelo de patogénesis de Pasteurella multocida de disbiosis de microbiota nasal.
Todo comienza con un proceso de estrés o disfuncion de las microvellosidades por diferentes
factores como uso de corticoides, condiciones climaticas abruptas, infeccion viral, etc. lo que
propicia el crecimiento de algunas especies de bacterias que posteriormente desencadenaran la
neumonia al descender (Imagen tomada de Timsit et al., 2016).

4. Factores de virulencia de Pasteurella multocida

4.1. Proteinas de membrana externa (OMPs) de Pasteurella multocida

Existe una gran cantidad de genes que codifican para proteinas de membrana
externa (20 - 30% del genoma) y alrededor del 50% de la masa de la membrana externa,
estd formada por proteinas (Koebnik et al., 2000). Estas proteinas juegan un papel
decisivo en la interaccion patégeno - hospedero y se caracterizan por ser solubles (al
igual que las proteinas citoplasmaticas) y mas faciles de caracterizar que las proteinas
de membrana citoplasmatica. Estas proteinas se pueden clasificar en 5 categorias,
proteinas estructurales (donde se encuentran las lipoproteinas al peptidoglicano),
proteinas transportadoras, proteinas de union, adhesinas, y otras proteinas (Hatfaludi et

al., 2010). Mediante analisis bioinformatico se predijeron 79 proteinas de membrana
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externa de Pasteurella multocida (Al-Hasaniet al., 2007).Muchos autores consideran
que las OMPs provenientes de P. multocida serogrupo A de bovino son buenos
candidatos vacunales basados en la correlacion entre altos niveles de anticuerpos y la
resistencia ante el desafio experimenal (Confer et al., 1996). La correlacion entre
elevacion de anticuerpos y proteccion ante la inoculacion de un extracto de OMPs de
Pasteurella multocida serogrupo A, no se evidencid en ratones, pero muchos OMPs

recombinantes puros, si poseen esa correlacion (Abdullahi ef al., 1990).

4.2. Lipoproteinas asociadas al peptidoglicano

Las lipoproteinas asociadas al peptidoglicano (PALSs) son un tipo de proteinas
estructurales y comprende gran parte de las proteinas ubicadas en la membrana externa
de las bacterias, estas proteinas estructurales son consideradas a menudo como
potenciales antigenos para desarrollo de vacunas contra muchos agentes Gram-
negativos incluidos Pasteurella multocida (Kovacs et al., 2011; Wu et al., 2007;
Shivachandra et al., 2014) y son esenciales para la supervivencia bacteriana y

patogénesis; pero su rol en la virulencia no esta claro (Godlewska et al., 2009).

El mecanismo de la inmunidad protectiva que proveen muchas lipoproteinas no
estda muy claro, pero se ha demostrado que muchas de ellas se unen a los TLR2
presentes en las células presentadoras de antigeno (APCs) provocando su maduracion y
su posterior activacion de los linfocitos T cooperadores y células B productoras de

anticuerpos. (Kovacs ef al., 2011)

4.2.1. Peé-like

La proteina similar a la P6 o P6-like-Omp16,proteina de 16 KDa fue descrita por
primera vez por Rickie et al. (1995) a partir de una cepa de P. multocida de conejo. La
secuencia clonada del gen codificante de P6-like presenta elevada homologia (81-82%
de identidad) con la P6 de Haemophilus influenzae (Rickie et al., 1995; Chang et al.,
2011).Seha postulado que la P6-like posee un rol estructural en la membrana debido a

que, en realidad es una lipoproteina asociada al peptidoglicano, esto puede actuar como
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un anclaje que mantiene juntos a la membrana externa y el peptidoglicano (Nelson et
al., 1988).También se cree que esta proteina estabiliza la membrana externa mediante
union no covalente al peptidoglicano (Parsonset al., 2006).Analisis bioinformatico
indica que la P6-like, pertenece a la superfamilia de lipoproteinas asociadas al

peptidoglicano (PAL) tipo OmpA (Babu et al., 2006).

La elevada prevalencia de Omp16 (el gen de P6-like) en serotipos diferentes y la
amplia conservacion de la secuencia proteica (100% de identidad a nivel aminoacidico
y 97-99% de identidad a nivel nucleotidico)en cepas de distintos serotipos de
Pasteurella multocida de diferentes fuentes (Shivachandra et al., 2017) y su expresion
independientemente del medio en que se encuentra (Wheeler, 2009), nos da pistas de su
posible rol fundamental en la célula bacteriana (Kumar et al., 2015).Mediante el analisis
del genoma de Pasteurella multocida nativa, se han identificado proteinas de membrana
externa candidatos vacunales para prevenir esta enfermedad, dentro de estos candidatos
figura la proteina de membrana externa P6-like codificada por el gen Ompl6 como
candidato vacunal in silico (Juscamayta et a/, 2014), la cual también fue evaluada in

vitroobteniéndose resultados prometedores (Maximiliano, 2017).

Se ha dilucidado mediante prediccion por SWISS-MODEL server la estructura
tridimensional de la Ompl6 (figura 2), el cual es un mondémero o/ff sdndwich que
consiste en 18 residuos ubicados en la region N-terminal seguida por cuatro dominios
alfa hélice (al - a4) y beta (B1 - p4) plegada intercalados, los cuales se unen mediante
varias regiones loop flexibles de cuatroanueve residuos luego de la hoja f4 se encuentra
el extremo C. Omp16 forma una estructura tridimensional o/f sandwich en el siguiente
orden: al- Bl - a2 - B2 - a3 - B3 - 04 - P4, se sabe que el punto de lipidacion se
encuentra en un residuo de cisteina (C20) y estd ubicado en el extremo N-terminal de la

proteina madura (Kumar et al., 2015).
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a2 B2 a3

PmOmpl16:114 GVQAGQVSTVSYGEEKPAVLGHDEAAYSKNRRAVLAY
SecStru: SSSSSSSS hhhhhh ssssss
a4 B4

Figura3. Secuencia yestructura predicha de la Omp16 (P6-like) de Pasteurella
multocida serotipo B:2 cepa P52. A. Sepuede visualizar la estructura de la P6-like de
o/B sandwich conformado por cuatro dominios alfa hélice (al-04) y beta (B1-p4)
plegada intercalados. B.Secuencia de aminoacidos de la proteina P6-like proveniente
de P. multocida serotipo B:2 cepa P52 (figura tomada de Kumar et al., 2015).

4.3. Otras proteinas estructurales de membrana externa

Dentro de las proteinas asociadas al peptidoglicano se encuentran la PCP-Ipp
(Peptidoglycan-asocciated lipoprotein cross-reacting protein), una proteina de 15 KDa,
la cual se expresa durante la infeccion(Lo et al., 2004) tanto in vivo ¢ in vitro, a través
de un mecanismo de regulacion hacia abajo (Boyce et al., 2006). En ensayos vacunales
efectuados en pollos y en ratones donde se inocul6 la proteina lipidada y no lipidada, se
encontré que ninguno induce proteccion ante un desafio de P. multocida homologa (Lo

et al., 2004).

Las denominadas “Small B-barrel membrane anchors” tal como, OmpA, una

proteina de 36 KDa, la cual puede servir también como adhesina (Dabo et al., 2003) vy,
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ademas se comprobd que inoculaciéon suero monoclonal anti-OmpA no protege contra
una dosis letal de P. multocida en ratones (Marandi y Mittal, 1997); pero en otros
estudios se concluyd que la OmpA recombinante es inmunogénica y se expresa in vivo

(Carpenter et al., 2007; Khalid et al., 2008).

4.4. Capsula

La mayoria de cepas de P. multocida producen polisacarido capsular en su
superficie. El tipo capsular A y B producen una cépsula compuesta principalmente de
acido hialurénico, polimero de alto peso molecular con la estructura repetitiva de B-D-
acido glucurénico y B-D-N-acetilglucosamina (Rosner et al., 1992; Carter y Chegappa,
1980); el tipo capsular D, expresa heparina representada por f-D-acido glucurénico y a-
D-N-acetylglucosaminay el tipo capsular F presenta condroitina,con la estructura
repetitiva de B-D-acido glucurénico y B-D-N-acetilgalactosamina (DeAngelis et al.,
2002; Muniandy y Mukkur, 1993). Varios estudios comprueban la atenuacion que
sufren los mutantes acapsulados de cepas de P. multocida tipo A al ser inoculados en
ratones, siendo por lo tanto un factor de virulencia (Boyce y Adler, 2000; Chung ef al.,
2001). Watt et al. (2003) reportd la pérdida y recuperacion de la virulencia en cepas

variantes no capsuladas tipo A en ratones.

4.5. LPS

A diferencia de muchas bacterias Gram-negativas, este consiste so6lo en dos
regiones: el lipido A y un no repetitivo nacleo interno y externo (inner and outer core)
de oligosacarido. El antigeno Ono se encuentra en especies de Pasteurella sp (Raetz y
Whitfield, 2002) y es similar al Lipooligoscarido presente en bacterias como
Haemophilus influenzae. Los diferentes serotipos de Heddleston expresan LPS con
diferentes nucleos externos; sin embargo, el nacleo interno estd bien conservado
(Harper et al., 2012). Se sabe que P. multocida expresa un LPS truncado (Harper et al.,
2004), su rol en la virulencia y patogénesis ha sido comprobado en el modelo célera

aviar, en el cual, la mutacion de cualquier sitio del locus de sintesis reduce la virulencia
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(Boyce et al., 2009) y su inoculacién puede emular los signos clinicos de la enfermedad
en el ganado bovino respectivamente (Horadagoda et al., 2002).Como ya se menciond
anteriormente los serotipos relacionados con la neumonia aguda de la alpaca son los

serotipos 10, 11, 12 y 15 (genotipo LPS 6) (Rimac et al., 2017).

En cuanto a la inmunidad contra P. multocida, Adler et al. (1999) realizaron una
revision de los candidatos a antigenos vacunales y concluyeron que el LPS puede

conferir proteccion contra serotipos homologos; pero no heterélogos.

4.6. Proteinas de adquisicion y reguladoras de hierro

Casi todas las bacterias requieren hierro para sobrevivir y esto lo logran,
secuestrando el hierro a partir de los precipitados de hidroxido de hierro o a partir de
proteinas ricas en hierro del hospedero, como la hemoglobina o la transferrina (Boyce et
al., 2010). El genoma de P. multocida (cepa Pm70) codifica 53 proteinas homologas a
proteinas del metabolismo o adquisicion de hierro (May et al., 2001).El genoma
secuenciado de una cepa de P. multocida autoctona (cepa nativa) posee 54 genes que
codifican proteinas homologas a proteinas del metabolismo o adquisicion de hierro

(Hurtado et al., 2017).

4.7. Toxina dermonecrdtica (PMT)

Es una proteina de 146 KDa codificada por un bacteriéfago lisogénico hallado
solamente en el genoma de P. multocida toxigénica (Pullinger et al., 2004) y
Usualmente es hallada en el tipo D y A (Narayan et al., 2014; Foged et al., 1987),e
incluso se ha encontrado el gen toxA4 en cepas tipo A aisladas de alpacas; pero todavia
no se conoce el papel que juega esta toxina en la patogénesis de la enfermedad
respiratoria de alpacas (Rimac ef al., 2017). Esta proteina es secretada durante la lisis
bacteriana y luego es internalizada via endocitosis para llegar al citoplasma y activar
diferentes proteinas tales como las MAPPK particularmente en los osteoclastos (Pettit et

al., 1993; Lacerda et al., 1996).
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Ademas del ganado porcino, se han aislado cepas fox4 positivas de P. multocida
en otras especies animales como: vacas, cabras, conejos, gatos, hombres, perros, pavos,
etc. (Narayan et al., 2014), tanto en individuos asintomaticos como con diferentes
patologias; pero todavia no se sabe el rol que cumple esta toxina en la patogénesis de la
neumonia (Rimler, 1994). Los resultados de Shayegh (2008) sugieren que el serotipo A
toxigénico de P. multocida podria ejercer un papel decisivo en la patogénesis de la

neumonia en ovinos de Iran.

5. Inmunidad contra Pasteurella multocida

Aun se entiende poco a cerca de la inmunidad contra Pasteurella multocida
serogrupo A (Adler et al., 1999) a comparacion de los serotipos B:2 y E:2, los causantes
de la septicemia hemorragica del ganado bovino (Confer, 1993). Animales clinicamente
sanos pueden mantener una poblacion de P. multocida por periodos largos (De Alwis et

al., 1990; Muhairwa et al., 2000).

Los mecanismos principales de la inmunidad innata frente a las bacterias
gramnegativas son, la via del complemento mediante C3-convertasa, una consecuencia
de la activacion del complemento es la opsonizacion y la potenciacion de la fagocitosis
bacteriana y posteriormente la activacion de estos fagocitos (Abbas et al., 2011). La
respuesta inmune adaptativa frente a microorganismos extracelulares estd dada en
esencia por las inmunoglobulinas, a través de sus mecanismos efectores como son: la
neutralizacién, donde participan los isotipos IgG e IgA; la fijacion de complemento
donde participan IgG e IgM; y la opsonizacion donde participan las dos ultimas (Abbas
etal., 2011).

Se han reportado antigenos inmunogénicos de P. multocida, de los cuales se
sugiere que los OMPs pueden ser buenos candidatos vacunales debido a su correlacion
entre los altos titulos de anticuerpos obtenidos y la resistencia con la neumonia inducida

por P. multocida serogrupo A (Dabo et al., 2007).

Se presume que la inmunidad en la pasteurelosis respiratoria bovina, es mediada
por anticuerpos debido a los estudios (Dabo ef al., 2007). Es comtn hallar anticuerpos

anti-P. multocida(OD: 1.4 a una dilucion de 1:100) en animales tanto positivos como
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negativos al cultivo microbiologico. Se ha demostrado la presencia deanticuerpos anti-
P. multocidaen calostro de vacas lecheras por inmuofluorescencia indirecta y
aglutinacion (Greshamer al., 1984). Estos anticuerpos maternos contra P. multocida
serogrupo A fueron demostrados en el suero de terneros neonatos de carne y leche,
ademas, estos duran menos de 4-6 semanas, duracion de la inmunidad antiviral (Virtala
et al., 1996; Fulton et al., 2004; Step et al., 2005; Prado et al., 2006). Los anticuerpos
maternos contra los OMPs, estan presentes ya, a las 24 h del nacimiento (Fulton et al.,
2004; Step et al., 2005) y se ha encontrado que estos decaen dentro de los 47 a 73 dias
de edad en terneros lecheros (Step et al., 2005).

En terneros de engorde se halld que el nivel de IgG1 materno disminuy6 entre
los 60 a 90 dias de edad. Esto es seguido por un alza en la IgM, la cual alcanza un pico
entre los 150 y 180 dias de edad; sin embargo, no se determind el vinculo entre la
proteccion contra la enfermedad con la presencia de anticuerpos maternos/adquiridos

(Prado et al., 2006).

P. multocida posee varios mecanismos para evadir la inmunidad innata tales
como la céapsula, el cual le provee resistencia contra la fagocitosis y la union del
complemento (Boyce y Adler, 2000), ademas son pobremente inmunogénicos,por estar
compuestos de moléculas similares a las encontradas en los animales hospederos, a este

mecanismo se le llama “mimetismo molecular” (Harmon ef al., 1991).

La primera linea de defensa en el pulmén son los macrofagos alveolares y
células epiteliales, los cuales detectan patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs), un ejemplo de estos son los receptores tipo toll (TLRs) (Takeda et al., 2003;
Basu y Fenton, 2004). Estudios previos se enfocaron en el rol del TLR2 y TLR4 que
son los principales receptores involucrados en el reconocimiento de varios componentes
de la pared celular de bacterias, porinas y OmpH con el TLR2 (Wetzler, 2010), y LPS
con el TLR4 (Abbas et al., 2011). El TLR 4 es crucial para la respuesta efectiva contra
el LPS de las Gram-negativas (Chow et al., 1999).Guzman (2011) determind que la
secuencia nucleotidicadel gen t/r4 de alpacapresenta alta identidad con secuencias de
bovino y porcino, ademas, no encontrd asociacion entre losque polimorfismos del gen

tlr4con desarrollo de enfermedad respiratoria en la alpaca.
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Se ha comprobado que Pasteurella multocida serotipo A:3 puede sobrevivir
dentro de macrofagos, siendo considerado por algunos autores como una bacteria
intracelular (Dowling et al., 2004), esto puede estar relacionado a la capsula del
polisacarido hialuronano que posee (DeAngelis et al., 1998). El mecanismo de
supervivencia intracelular puede estar relacionado al impedimento de union del

lisosoma y el fagosoma, (DeAngelis et al., 1998).

6. Mecanismos inmunoldgicos de la vacunacion

La inoculacion de sustancias antigénicas produce una reaccion en cadena, donde
intervienen células y moléculas clave para la activacion inicial de la inmunidad innata y
la consecuente activacion final de la inmunidad adaptativa. El sistema inmune innato
puede detectar a vacunas y adyuvantes inoculados mediante los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) como los TLR, los cuales estdn presentes en varios
tipos celulares, incluyendo a las células dendriticas y macrégafos (Kawai et al., 2010),
estas cé€lulas a su vez secretan citoquinas proinflamatorias provocando la extravasacion
de monocitos, granulocitos y células natural killer resultando en un microambiente

inflamatorio (Pashine et al., 2005).

La induccion de la respuesta inmune adaptativa contra antigenos vacunales
requiere, en primera instancia, la activacion de las células presentadoras de antigeno
(APC) tales como, células dendriticas circulantes y monocitos, que son reclutados al
sitio de inoculacion,la activacion de estas células mejora la expresion de sus receptores
de superficie denominados“receptores homing”, lo que provoca su migracion hacia el
linfonédulo de drenaje donde se producen una serie de eventos (Pashine et al., 2005),
estos eventos puede ser de dos tipos, la respuesta T-independiente y la respuesta T-

dependiente (Siegrist, 2008).

La respuesta T-independiente es la que se produce con la inoculacion de
antigenos no protéicos tales como los polisacaridos capsulares bacterianos, en la que no
participan células T helper. La antigenos polisacaridos solo alcanzan la zona marginal
del bazo y linfonddulos cuando se esparcen a tavés de la sangre, donde son donde se
unen a los receptores Ig de la superficie de células B ubicadas en la zona marginal de la

zona de células B activandolas y promoviendo la (MacLennan et al., 2003), en una
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semana se producen anticuerpos con algiin grado de cambioclase (de IgM a IgG e IgA)
y, en ratones se produce una respuesta rapida de anticuerpos de baja afinidad, con baja
tassa de mutacién somatica en su region variable, con ausencia de memoria

inmunologica (Southers ef al., 2004).

Cuando un antigeno protéico es inoculado por primera vez, promueve en
primera instancia, una respuesta inmune respuesta T-independiente denominada
respuesta extrafolicular,estrechamente ligada a la respuesta inmune primaria, la que esta
compuesta por una reaccion extrafolicular y la reaccion del centro germinal. En la
reaccion extrafolicular se inicia mediante la activacion de células B circulantes
mediante la unién de su receptor IgM al antigeno, produciendo la expresion de CCR7
estimulando la migracion de este a la zona marginal de células T (Reif et al., 2002), en
ese lugar es coestimulada por células dendriticas activadas y células T CD4+ tanto de
tipo Thl como Th2, del linfonédulo local, para producir células B productoras de
anticuerpos de baja afinidad, lo que es llamada reaccion extrafolicular (MacLennan et
al., 2003). En esta reaccion de tipo extrafolicular existe cambio de clase, ya que las [gG
empiezan a aparecer pocos dias después de la exposicion primaria; pero no existe
hipermutacion/seleccion y ademas es de corta duracion, jugando un papel menor en la

eficacia de la vacuna (Siegrist, 2008).

En paralelo, bajo ciertas condiciones, produce la reaccion del centro germinal, la
se lleva a cabo cuando las células B han recibido suficiente estimulo de células T helper
en lugares especializados llamados centros germinales, pasando a transformarse, las
primeras, en células plasmaticas. La diferenciacion de las células B inicia con su
movilizacion de estas, hacia los foliculos donde se encuentran con las células
dendriticas foliculares (FDCs) y las células T foliculares (Tru), a continuacion, se
promueve la proliferacion, supervivencia y seleccion de células B con alta especificidad
por el antigeno (Vinuesa et al., 2005). En esta reaccion, los dos eventos mas resaltantes
que ocurren son, el cambio de clase de cadena pesada de IgM a IgG, IgE o IgE, y la
maduracion de afinidad de las células B por su antigeno especifico. Esto resulta en una

alta tasa de produccion de anticuerpos de alta afinidad (Crotty et al., 2003).

La naturaleza de la vacuna influye directamente en el tipo de repuesta que se
llevara a cabo por el sistema inmune (Abbas et al., 2011). Las vacunas no vivas

(bacterinas, polisacaridos,glicoconjugados y proteinas) esencialmente activan la
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inmunidad innata en el sitio de inyeccion, por lo que deben de estar acompafiadas de
adyuvantes (Pashine et al., 2005) que proporcionen las sefales de alerta necesarias, en
especial si la inyeccion es por via subcutanea, donde las células dendriticas escasean(De
Lalla et al., 1988), ademas la respuesta de anticuerpos primaria es focal o unilateral, es
decir, s6lo centros germinativos al ganglio de drenaje (Siegrist, 2008). No obstante, las
vacunas vivas proveen de una prolongada inflamacién en el sitio de inoculacion y en
otros lugares provocando una respuesta prolongada y eficaz, debido probablemente a la
persistencia de estas vacunas en el cuerpo y su capacidad de diseminacion (Siegrist,

2008).

Los polisacaridos capsulares conllevan principalmente a una respuesta T-
independiente y los anticuerpos que se producen no perduran en el tiempo (Weintraub,
2003).En respuesta a antigenos protéicos y glicoconjugados se produce una ruta distinta
de diferenciacion de linfocitos B denominada T-dependiente, en la cual se reclutan
linfocitos B y T en los centros germinales del bazo o linfonoédulos (Hanekom et al.,
2005) produciendose una coestimulacion donde se activan simultaneamente linfocitos B
y T (figura 3).Las células T foliculares (Tru) producen IL4, IL-21 y ayudan a la
diferenciacion de las células B caracteriza por la formacion de anticuerpos de alta
afinidad y de células B de memoria (Crotty., 2011) y en paralelo, las células T se
diferencian en células CD4", las cuales ayudan a la maduracion de afinidad secretando

IL-4, IL-5, IL-6 e IL10 (Sallusto et al., 2010).

Los linfonodulos, las células B, capaces de unirse a este antigeno,seactivaran,
haran expansion clonaly sediferenciaran en células B productoras de anticuerpos de baja
afinidad (IgG+) en un proceso llamado cambio de clase de cadena pesada (Abbas et al.,
2011). En simultaneo, durante la activacion de células B, células T CD4+ también son
activadas, y se diferencian en una subpoblacion denominada células T foliculares (Trn),
las cuales, junto con las células cendriticas foliculares,son las principales colaboradoras
en la expansion clonal, cambio de clase de cadena pesada y la maduracion por afinidad

(Crotty, 2011).

Las respuestas inmunes primaria y secundaria (figura 4) frente a los antigenos
protéicos, difieren cualitativamente y cuantitativamente. La respuesta primaria se debe a
linfocitos virgenes no estimulados, en tanto, la respuesta inmune secundaria se debe a la

estimulacion de clones expandidos de linfocitos B de memoria, por ello la respuesta
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secundaria tarda menos en aparecer y se producen mayores cantidades de anticuerpos

que en la primaria (Abbas et al., 2011).

La mayoria de estudios de inmunogenicidad vacunal tienen como objetivo final,
la obtencion de anticuerpos neutralizantes (Plotkin,2008) y se intenta a menudo,
relacionar los anticuerpos a la proteccion contra los virus que se esparcen por la sangre,
virus que ingresan via mucosal, bacterias que secretan toxinas, aquellos que infectan las
neuronas, neumococos y meningococos, pudiéndo también ser valido para las bacterias
que forman parte de la microbiota como Pasteurella spp. Estos estudios de
inmunogenicidad consisten en medir los titulos de anticuerpos mediante mediante las
pruebas de: ELISA, Hemaglutinacion y capacidad de opsonofagocitosis (Pulendranet

al., 2010).
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Figura 4. Programacion de respuesta inmune humoral mediante vacunacién. La respuesta
humoral T-dependiente es iniciada por la via delas células dendriticas, las cuales estimulan a las
células Tu en las areas ricas en células T, mientras las células B activadas hacia la periferia de la
zonarica en células T, promoviendo la expansion y diferenciacion de linfocitos B en células
plasmaticas de vida corta. La otra via importante es la que se inicia cuando se diferencian las
células Teu. En los recuadros rojos se pueden observar las moléculas que median cada respuesta.
(Imagen tomada de Pulendran y Ahmed., 2011)
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Figura 5. Correlacion entre los titulos de anticuerpos con varias fases de la respuesta
vacunal. La respuesta primaria produce una elevacion de los (1) titulos de IgG, la cual llega al
pico (2) de produccidn a lascuatro semanas post-inoculacion. La muerte de células plasmaticas
de vida corta resultan en una (3) rapida deplesion de IgGs, (4) las cuales retornan a sus niveles
basales. En la respuesta inmune secundaria, se produce una reactivacion de las células de
memoria y (5) resulta en una rapida (<7 dias) elevacion de la IgG, de igual manera, (6) las
células plasmaticas mantienen el pico de anticuerpos (7) por pocas semanas. Sin embargo, si se
han formado suficientes células de vida larga, (8) entonces los anticuerposperduraran en el
tiempo(Imagen tomada de Siegrist, 2008).

7. Vacunas veterinarias

La palabra vacuna (del latin “vacca”, vaca en espafiol) fue acufiada por Eduard
Jenner para describir la inoculacion del Virus de la viruela bovina (Cowpox) en
humanos infectados con el Virus variola (Smallpox) (Barquet et al., 1997). La
definicion clésica y todavia vigente de vacunacion es, la induccion o el desarrollo de la
inmunidad, mediante la inoculacion deun agente o componentes no patdgenos
(vacunas)para conferir proteccion contra el patdgeno en cuestion u organismos
relacionados, siendo esto ltimo la definicion de vacuna. Todo esto con el objetivo de
imitar la inmunidad adquirida, por una infeccion natural (Meeusen et al., 2007).La

definicion actual de vacuna veterinaria varia segun el pais; pero una definicion general
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es que, son productos disefiados para estimular la inmunidad activa de los animales

contra las enfermedades(OIE, 2015a).

Las vacunas veterinarias han tenido un gran impacto en estos ultimos afios y su
importancia radica en que permiten una mejor eficiente produccion y el acceso a
proteina de alta calidad por la poblacion humana (Roth, 2010; FAO, 2009), controlan
incidencia de zoonosis como la Brucelosis, Rabia, Leptospirosis, Influenza, (Pastoret y
Brocher, 1996; FAO, 2010), previenen la ocurrencia de enfermedades emergentes y
exoticas, reduce la necesidad por el uso de antibioticos (Singer et al., 2003), contibuyen
a la inocuidad alimentaria reduciendo los brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos (Smith, 2014) y mejoran el bienestar y la salud animalreduciendo el estrés y

sufrimiento en animales(Roth et al., 2010).

Para el mantenimiento de la salud animal, es de vital importancia la
administracion de vacunas puras, inocuas, potentes y eficaces. Para lograr ello, se han
descrito estandares y controles de produccidon generales tales comoinstalaciones de
produccion apropiado, documentacion del proceso de fabricacion y mantenimiento de
registros, ensayos de inoculo primario (cepa vacunal) y pruebas de eficacia (OIE,

2015a).

Existen criterios y requisitos que se recomiendan cumplir y evaluar para
instaurar un programa de vacunacion tales como, la enfermedad por prevenir debera ser
enzootica en la region geografica donde habita el animal, tipo de bioldgico a emplear,
edad de los animales a vacunar, maduracion del sistema inmunitario de la especie de
que se trate, fin zootécnico de la especie, riesgo y reacciones a la vacunacion. (Basurto,

2010) Estos criterios son cumplidos por la enfermedad estudiada.

Las vacunas en general a menudo son clasificadas en bacterias vivas atenuadas o
muertas, virus atenuados, vacunas de subunidades (antigenos), vacunas conjugadas,
vacunas sintéticas (proteinas recombinantes), vectores virales y las modernas vacunas
de ADN (Abbas ef al., 2011). Por otro lado, segun la OIE(2015a), las vacunas de uso
veterinario, dependiendo del tipo de antigeno que contienen, se identifican como
bacterinas, extractos bacterianos, subunidades convencionales, toxoides bacterianos o
toxoides. Los productos inactivados pueden contener: 1) cultivos de microorganismos

que han sido inactivados por medios quimicos u otros medios; 2) toxinas inactivadas; o
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3) subunidades (partes antigénicas de los microorganismos) que se han extraido de los
cultivos o que se han producido mediante procedimientos de ADN recombinante. Todas
ellas deberan ser evaluadas en animales experimentales para evaluar su eficacia
protectiva e inmunogenicidad, en este ultimo caso, es comtinmente usada la prueba de
ELISA indirecta, empleando muestras de suero colectado en diferentes tiempos, en

animales vacunados (Subhash, 2015).

Por ultimo, son ejecutados los estudios de eficacia, donde se confirma que la
vacuna protege contra una infeccion in vivo, esto puede deberse a las distintas
propiedades de las inmunoglobulinas G (Pulendran y Ahmed, 2011) tales como la
aglutinacion, opsonizacion y la activacion de la via clasica del complemento (Tizard et

al., 2002).

7.1. Adyuvantes inmunolégicos

Una definicion todavia vigente de los adyuvantes inmunologicos es la que dio
Ramon (1924) es que“son sustancias que, inoculadasen combinacion con antigenos
especificos, pueden provocar una respuesta inmune mas potenciada que al usar los
antigenos solos, pudiendo ser estas de diferente naturaleza quimica. Los adyuvantes mas
estudiados, usados y ampliamente aprobados para su uso rutinario en humanos por la
FDA, hasta la fecha, son las sales de aluminio, esto es debido a su inocuidad y su buena
capacidad inductora de la produccion de anticuerpos (HogenEsch, 2012; Lindblad,
2004). Los adyuvantes mas usados en medicina veterinaria tanto para uso rutinario
como para ensayos clinicos de nuevas vacunas, debido a su bajo costo, han sido el
hidroxido de aluminio y emulsiones de aceite mineral (Singh et a/, 2003). Los factores a
tener en cuenta para elegir un adyuvante inmunoldgicoson la reactogenicidad y la
biodegradacion en el sitio de inoculacion (Singh et al, 2003). Particularmente, se ha
usado el hidroxido de aluminio en gran cantidad de vacunas contra la Pasteurelosis en
bovinos, ovejas (Rosadio, comunicaciéon personal) y, ademds se ha demostrado la
inocuidad de una bacterina, adyuvada con hidroxido de aluminio en crias de alpaca

(Moreno et al., 2016)

Los adyuvantes basados en aluminio tienen la propiedad de sesgar una respuesta

preferentemente Th2 e inducir finalmente la produccion de anticuerpos (Eisenbarth et
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al., 2008; HogenEsch, 2012), aunque la via por el cual esto se logra es todavia
desconocida, existen teorias (Pulendran y Ahmed, 2011). Se pens6 que los adyuvantes
basados en aluminio, ejercian sefial importante sobre losTLRs;pero se ha comprobado
que pueden montar una respuesta inmune humoral independientemente de los TLR
(Gavinet al., 2006). Se ha comprobado, las sales de aluminio, estimulan un sistema de
respuesta inmune intracelular denominado inflamasoma Nalp3, principalmente a través
de sus componentes: Nalp3o Caspasa-1 (Eisenbarth et al., 2008); sin embargo,algunos
estudios sefialan que el efecto de Nalp3 no es significativo (Kool et al., 2008). Se ha
comprobado in vitro que particulas de aluminio son fagocitadas por macrofagos
yestimulan la produccion delL-1p y IL-18 a través de la via de la caspasa-1 (Li ef al.,
2007), ademas se ha evidenciado la activacion de las células GR-1+(neutrofilos, células
dendriticas y monocitos)con su consecuente produccion la produccion de IL-4,

induciendo la expansion clonal de las células B esplénicas in vivo (Jordan et al., 2004).

Luego de ser inoculado el Ag junto con aluminio, este ultimo forma enlaces no
covalentes con las proteinas y provocan una inflamacion leve) (Abbas et al., 2011). El
Ag es liberado del deposito de aluminio dentro de las horas postvacunacion
(Weissburget al., 1995; Gupta et al., 1996). El hidroxido de aluminio (AIOOH) posee
un efecto mayor a comparacion que el fosfato de aluminio (AI(OH)x(PO4)y en
estimular la diferenciacion de las células dendriticas y su posterior activacion de las
células CD4+ (Sokolovska et al., 2007). Tanto las vacunas vivas como inactivadas se
pueden formular con adyuvantes disefiados para aumentar su eficacia tales como el

hidroxido de aluminio o la saponina(OIE, 2015a).

Algunos estudios han demostrado la buena eficacia de los adyuvantes oleosos
tales como el aceite mineral; pero el inconveniente radica en su elevada viscosidad,
pobre estabilidad y sus reacciones adversas son mayores que las encontradas en otros

adyuvantes como el hidroxido de aluminio (Mckercher, 1986)

7.2. Vacunas contra Pasteurella multocida

A pesar de los esfuerzos realizados por una gran cantidad de investigadores, las

vacunas actuales contra la enfermedad respiratoria para bovinos y otros rumiantes, no
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confieren completa proteccion contra la infeccion (Larson y Step, 2012). Las que

cuentan con estudios cientificos publicados, se encuentran en los siguientes apartados.

7.2.1. Vacunas inactivadas (muertas) contra Pasteurella multocida

Son preparadas a partir de cultivos de P. multocida inactivandolas (vacuna
muerta) con ya sea, desecado, calor, formaldehido, fenol, azida de sodio (Ahmad et al.,
2013).La eficacia de una bacterina de P. multocida inactivada con formol fue probada
inicialmente en corderos (Hamdy et al., 1963). Sin embargo, Dowling et al/(2004) no
pudo probar que la exposicionintratraqueal a una P. multocida (A:3)inactivada con
formalina, protege contra desafio homdlogo. Las bacterinas que se aplican por via
intratraqueal pueden fracasar cuando los animales experimentales poseen niveles altos
de IgG anti P. multocida antes de la inmunizacion (Black et al., 1985), o también
debido a que la incapacidad de movilidad de las bacterinas inactivadas con formalina

impiden que estas traspasen la barrera epitelial (Wilkie, 1982).

En un estudio realizado por Kumar et al.(2012), se probd y compard la eficacia
de dos adyuvantes, encontrandose que la vacuna con adyuvante oleoso junto con
saponina (S-OAV) puede llegar a un 80% de eficacia y los anticuerpos se mantuvieron
altos durante los 4.5 meses de evaluacion, en cambio la vacuna con adyuvante oleososin
saponina (OAV) alcanza el 60% de proteccion contra un desafio contra P. multocida
serogrupo B. Por otra parte, se ha reportado la eficacia de las vacunas adyuvadas con
emulsion multiple,las cuales consisten en la reemulsificacion de las vacunas oleosas con
un volumen igual de Tween 80, siendo exitosas en caso de bovinos con septicemia
hemorragica y sosteniendo la inmunidad por mas de 1 afio (Chandrasekaran et al.,
1994). Con respecto a la bacterina formulada con Hidroxido de aluminio, la proteccion
contra la septicemia hemorragica durdé 6 meses a diferencia de las formulaciones con
adyuvante oleoso, que duraron 12 meses (Chandrasekaran et al., 1994; Shah et al.,

1997, Tabatabaei et al., 2002).

En una investigacion realizada por Sun, 2009, donde se prob6 una formulacion
de una bacterina de Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica en ovejas y
carneros,los titulos de IgG anti P. multocida de las hembras, tuvieron un pico a los 14
dias y a los 28 dias postvacunacion y fueron mayores que los titulos del grupo control;
sin embargo, en los carneros no hubo diferencia entre el grupo control y el grupo

vacunado en ningun dia, esto demuestra la ineficacia de la bacterina.
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Se probd que las bacterinas inactivadas con formalina y adyuvante oleoso
conducen a una pobre respuesta inmune (Okerman et al., 1980) y ademds causan
irritacion y lesiones en ratones (Okerman et al., 1981). Sin embargo, otros demostraron
su potencia en bovinos con neumonia (Cardella et al., 1987) y en ratones, usando en
estos ultimos, una bacterina inactivada por calor (Wijewardana et al., 1990). Esta
bacterina inactivada por calor y con adyuvante oleoso confiere una proteccion del 60%
en ratones frente a un desafio homoélogo (Garrido et al., 2008). En el caso de ensayos
vacunales contra la septicemia hemorragica de los bédvidos, usando una bacterina
inactivada con formalina,junto adiferentes tipos de adyuvantes, ya sea de aluminio
precipitado, adyuvante oleoso o saponina, se obtuvieron buenos resultados al lograr una

inmunidad sostenida frente a la P. multocida (Muneer et al, 1989; Kumar et al., 2012).

El grado de proteccion con la vacuna inactivada de depende del nimero de dosis
en ratones (Okerman y Devriese ef al., 1987).La vacunacion de terneros con una sola
dosis debacterina de M. Haemolytica junto con toxoideconfirid alta produccion de
anticuerpos pero no confirid proteccion (Mosier ef al., 1998). Con respecto a la
bacterina formulada con Hidroxido de aluminio, la proteccion contra la septicemia
hemorragica dur6 6 meses a diferencia de las formulaciones con adyuvante oleoso,que
duraron 12 meses (Chandrasekaran et al., 1994; Shah et al., 1997; Tabatabaei et al.,
2002).

La inmunizacion con la una cepa B:2,5 produjo altos niveles de anticuerpos de
larga duracion y proteccion homologa en bufalo, sin embargo no produjo proteccion
ante un desafio heter6logoen ratones (Shah et al., 2001).Una mejora en las vacunas
muertas de P. multocida han sido las preparaciones multivalentes los cuales existen en
el mercado actualmente, vacunas pentavalentes disminuyen los signos en bovinos (Cho

et al., 2008).

A diferencia de los mamiferos, el uso de bacterinas es mas efectivo y
recomendado en aves (OIE, 2015b). Se ha probado unaalta protecciéon homologa en
pollos,usando una cepa inactivada con formalina (Heddleston y Hall et al., 1958).En
pavos se reduce el nimero de infectados usando una bacterina emulsionada con aceite y
agua (Heddleston et al., 1970), inactivada con formalina. Luego se comprobd que la
bacteria propagada in ovo, y luego inactivada por formalina induce una inmunidad

hospedero especifica (Heddleston et al., 1974).
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La vacunacion con bacterinas tiene muchas desventajas como su baja eficacia, el
cual puede deberse a la gran cantidad de serotipos que pueden ocasionar la enfermedad
(Vadillo et al., 2003) ya que estas carecen de proteccion cruzada de serotipo, esto se
traduce en una una inmunidad ineficaz y de corta duracion, luego, los animales
vacunados aun se enferman y se desencadenan brotes (Boyce ef al., 2010; Nassar et al.,
2012). Ademas, las bacterinas frecuentemente resultan en inflamacion en el sitio de

inyeccion y otras reacciones adversas (Ahmed et al., 1974).

7.2.2. Vacunas vivas contra Pasteurella multocida

Kadeler al.(1985) demostraron que existe mejor ganancia de peso, menos signos
clinicos y menor tasa de mortalidad cuando se usa una vacuna doble de P. multocida y
M. haemolytica dependientes a la estreptomicina. La eficacia de la vacuna viva de
Pasteurella multocida estreptomicina dependiente aplicada sola, fue probada en bovinos
por Chengappa et al. (1989) en un ensayo experimental dondese comprobd que se
reducen los signos clinicos y las lesiones fueron mucho mas leves en el grupo
experimental, pero los anticuerpos IgM e IgG no tuvieron un incremento significativo
en el grupo vacunado. Se ha detectado riesgos que colleva el uso de cepas dependientes
de estreptomicina de otras especies bacterianas tales como la reversion de la virulencia

(Detmer et al., 2006).

7.2.3. Vacunas recombinantes contra Pasteurella multocida
Llamadas también “vacunas de tercera generacion” (Ahmad et al., 2014). El
primer ensayo fue usando la toxina recombinante de Pasteurella multocida
(rPMT)(Bording ef al., 1994). El uso de una vacuna consistente en rPMT junto con una
bacterina logran alta eficacia in vivo e in vitro, mediante la técnica de
seroneutralizacion.(Hsuan et al., 2009). Luego se demostré que una rOmpH truncada

protege cerdos y ratones contra la pasteurelosis (Kwonet al., 2007).

Okay et al. (2012) comprobaron mediante la técnica de ELISA, que la
inoculaciéon de proteinas recombinantes de Pasteurella multocida serotipo A:3
denominadas PIpE, y la proteina fusion PIpEC-OmpH elevaron de manera
significativalos niveles de anticuerpos en forma significativa, y formuladas con los

adyuvantes oleosos CpG ODN otorgaron 100% de proteccion. También, mediante la
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inoculaciéon de una rOmpAen modelo murino, se logré conferir elevados niveles de
anticuerpos, los cuales se hicieron notar a partir del dia 14 y continuaron hasta el dia 35
de medicion; pero no se correlacionaron con proteccion debido probablemente a la falta

de opsonofagocitosis (Dabo et al., 2008b).

La proteina rOmpH, proveniente de P. multocida A:3, inoculada de manera
intraperitoneal no indujo la producciéon de anticuerpos ni indujo proteccion en modelo
murino (Okay et al., 2012). Otros estudios evidenciaron que la rOmpH de P. multocida
serotipo B:2 (causante de septicemia hemorragica) resulta en una proteccion de 80 % a
100% en las vias de inoculacion subcutanea e intraperitoneal respectivamente (Tan et
al., 2012). Remarcando con esto, la necesidad de realizar estudios independientes para

cada vacuna y serotipo en particular.

Se ha reportado el efecto deletéreo de algunas vacunas recombinantes como la
rOmpA, la cual al ser inoculada junto con OMPs de P. multocida, disminuyen la
capacidad protectiva de esta ultima,este fendémeno puede explicarse mediante la
ocupacion de la proteina recombinanteen los sitios de reconocimiento de las OMPs
(Dabo et al., 2008b). Sin embargo, estudios realizados por Wei et al. (2017) hallaron
que la rPlpB de P. multocida serogrupo A, confiere una proteccion contra la neumonia

del 60% en ratones.

Mediante un estudio de inmunogenicidad en modelo murino, se inoculé por via
subcutanea la proteina recombinante no lipidada Ompl6 (rP6-like) proveniente de P.
multocida serotipo B:2, y se logréd obtener altos niveles de anticuerpos (IgG)
predominantemente IgG1 (respuesta Th2) al dia 21, y aumentaron hasta el dia 35
(Shivachandra et al., 2017). Zheng et al. (2017) comprobaron que la rOmpléde
Haemophilus parasuisinduce altos niveles de anticuerpos especificos en ratones, los
cuales aumentaron significativamente desde el dia 14 y continuaron elevandose hasta el
dia 42 de evaluacion, ademas demostraron su elevado nivel de proteccion (70-80%) ante
una infeccion experimental. En otro estudio con la rP6-like llevado a cabo en Pert, se
encontré que estimula tanto rutas para la activacion de inmunidad celular y humoral en
un experimneto in vitro, ya que eleva las proteinas de Thl (TNF-a, IFN-y e IL-2) y Th2

(IL-10 e IL-4) en células monocucleares de de alpaca (Maximiliano, 2017).
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En un estudio llevado a cabo por Joshi et al., 2013, donde se compar6 mediante
ELISA indirecta, en modelo murino, la eficacia de una OmpH recombinante, OmpH
nativa, extracto de OMPs,bacteria total inactivada y una bacterina comercial, de los
cuales, la bacterina comercial produjo anticuerpos, mas rapido (dia 7 y 14) incluso que
las vacunas protéicas y la bacteria total; pero dias posteriores, las vacunas protéicas
excepto la rOmpH, produjeron mayor elevacion de anticuerpos que la vacuna comercial,
en el dia 28 todas tuvieron una respuesta similar excepto la rOmpH cuya respuesta fue

menor.

La combinacién de antigeno protéico recombinante y bacterina pueden ser mas
inunogénicos que la proteina sola, probablemente debido a que al usar una mayor
cantidad de antigenos, provee de una respuesta mas variada, tal es el caso de una vacuna
contra la Rinitis atrofica en cerdos, compuesta por rPMT y bacterina de P. multocida
tipo A, incrementan el titulo de anticuerpos neutralizantes en el calostro de manera mas

eficaz que la proteina recombinante sola (Liao ef al., 2006).

7.2.4. Ensayos con otras vacunas en animales

Para comparar la inmunogenicidad de una potencial vacuna tipo subunidad
como una proteina y una vacuna inactivada como un toxoide, se suelen medir para
ambos casos simultdineamente, anticuerpos anti proteina y anti moléculas inactivadas.
Un estudio compard la inmunogenicidad de una proteinarecombinante TeNT-Hc
(tetanus neurotoxin He subunity) y la vacuna toxoide (toxina tetanica) en tres modelos
animales, y se comprobd que la subunidad recombinante produce mayores niveles de
anticuerpos que la vacuna toxoide especialmente después de una segunda dosis; sin
embargo, en primates no humanos (PNH), los anticuerpos anti toxina tetanica (TT)
producido por la proteina recombinante TeNT-Hc tienen una elevacion mas tardia que
la vacuna toxoide (Yu, 2016).En otro ensayo clinico se evalué la inmunogenicidad de la
proteina rSAO junto con una vacuna inactivada de Streptococcus suis serotipo 2 en
cerdas prefadas, esta combinacion produjo tanto elevacion significativa de anticuerpos
anti- rSAO vy anti- S.suis; los anticuerpos anti- rSao se mantuvieron hasta la semana 6;
sin embargo los anticuerpos anti- S.Suis disminuyeron de manera marcada en la semana

6 (Hsuehet al., 2017). Obteniendo como resultado en la mayoria de los casos, una
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mayor inmunogenicidad por parte de las proteinas recombinantes a comparacion de las

vacunas inactivadas.

Algunas proteinas recombinantes contrarresatan la inmunogenicidad y eficacia
de otras cuando se las aplica en simultaneo, ello es llamado el efecto de interferencia
inmunitaria. En un ensayo clinico llevado a cabo en ratones, en los dos primeros grupos
experimentales se inocularon multiples proteinas recombinantes de Actinobacillus
pleuropneumoniae y en el tercer grupo se inoculd la bacteria completa inactivada,
teniendo como resultado, una alta seroconversion y protectividad en el primer grupo
sobre los demas, el segundo grupo tuvo una inmunogenicidad inferior incluso que el
grupo inoculado solamente con bacteria inactivada ya que poseia en su composicion una
proteina con efecto negativo sobre las demas (Shao et al., 2010). Otro ensayo similar
incluyé la proteina PalA en una mezcla de proteinas recombinantes de A.
pleuropneumoniaey también se encontrd el fenomeno de interferencia (Van den Bosch

et al., 2003). Pudiendo este fendmeno, ser mas frecuente de lo que se cree.

La proteccion provista por vacunas inactivadas no es proteinas suficientemente
eficaz en muchas enfermedades de origen respiratorio tal como pleuroneumonia
contagiosa porcina causada porActinobacillus pleuropneumoiae(Fenwick et al., 1986;
Haesebroucket al., 1997),debido a que las proteinas pueden dafiarse durante el proceso
de inactivacion y porque generalmente el preparado final no incluye exotoxinas

liberadas en el medio de cultivo (Van den Vosch et al., 2003; Frey et al., 1993).

Para evaluar la calidad de inmunidadque produce una bacterina, un aspecto
importante es evaluar el perfil de anticuerpos generados por la bacterina en particular ya
que, si bien los anticuerpos anti-proteina total de PM, pueden ser alto, puede no estar
produciendo respuesta frente a antigenos clave, lo cual puede estar relacionado al
fracaso de muchas vacunas inactivadas basadas en bacterias enteras o antigenos crudos.
En un estudio se evalud el perfil de anticuerpos contra proteinas principalmente tipo
adhesinas que mostraban un grupo de bacterinas comerciales contra Mycoplasa
hyopneumoniae, la mayoria de tales bacterinas no generaron anticuerpos frente a las
proteinas de superficie clave fuertemente inmunogénicas (Fisch et al., 2016).El
problema yace en que las cepas usadas para la fabricaciéon de vacunas inactivadas o
avirulentas, reducen la expresion de los antigenos principalmente adhesinas (Li et al.,

2009).
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8. Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

La prueba de ELISA, descrita por Engvall y Perlmann (1972) es una técnica
simple y rapida para detectar y cuantificar anticuerpos o antigenos adsorbidos a una
superficie solida. Existen cuatro formas basicas de esta prueba, la forma directa, la
indirecta, la forma sandwich y la competitiva (Lin, 2015). La prueba de ELISA ha
emergido como un importante recurso para el diagnostico y monitoreo de la respuesta
inmune de los animales vacunados. Los avances recientes en tecnologias de proteinas
recombinantes evitan los problemas asociados a la inespecificidad de antigenos crudos
de los antigenos de ELISA (reacciones cruzadas), el desarrollo de ELISA indirecto
basado enteramente en antigenos recombinantes, es ahora una practica muy comun
(Subhash, 2015) y es la prueba mas usada para detectar y cuantificar la respuesta
inmune humoral (Jakeen ef al., 2016).

La prueba de ELISA es uno de los test serologicos recomendados para evaluar
vacunas contraPasteurella multocida, (Mosier et al., 1998); sin embargo, posee la
desventaja de no representar el estatus inmunitario del animal cuando se usan vacunas
muertas tales como antigeno sonicado, antigeno hervido, extracto capsular y bacteria

entera, entre otras (Afzal et al., 1989).

8.1 Prueba de ELISA indirecta

8.1.1. Fase solida

La fase solidaque se ha extendido mas en su uso son las placas de 96 pocillos
hecha a base de poliestireno (rigido)y en menos medida a base de Cloruro de polivinilo
o PVC (flexible), los autores recomiendan un fondo plano, limpio y transparente para
poder ser leido con espectrofotometor (Crowther,2009). En el caso que el material no
sea tratado con ninguna sustancia extra, la interaccion con el antigeno sera del
tipohidrofobica y serd considerado como un material de baja afinidad; pero en caso esta
superficie sea tratada con agentes ionizantes como la luz ultravioleta (UV), la
interaccion serd de tipo idnica y serd considerado como un material de alta afinidad

(Gibbs et al., 2001).
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8.1.2. Lavado
Tal como en la mayoria de métodos inmunologicos, el propodsito del lavado es
separar los reactivos adheridos de los libres, esto consiste en el vaciamiento de los
pocillos seguido por la adicion de liquido denominado solucion de lavado en el interior,
el cual consiste principalmente en PBS (0,1 M, pH 7,4) (Crowther, 2009). Muchas
veces son afiadidos detergentes como el PBS Tween 20 a una concentracion final de
0,05% (v/v).Generalmente son requeridos de tres a cinco lavados con un volumen de

200 pLen cada paso (Crowther, 2009).

8.1.3. Antigeno

El antigeno debe estar contenido en un buffer que permita la interaccion entre
este y la fase solida, los mas usados son el buffer carbonato 50 mM, pH 9,6 y el buffer
PBS 10 mM, pH 7,2. Desde un punto de vita tedrico, da mejor resultado usar un buffer
con un nivel de pH una o dos unidades mayor que el valor de pl del antigeno; pero para
propositos generales el PBS es efectivo con muchos tipos de antigeno. Es ideal usar
antigenos puros ya que extractos crudos o relativamente crudos resulta en un alto ruido
de fondo ademas hay adoscion irregular de las proteinas (Crowther, 2009).Como la
afinidad del antigeno depende también de su naturaleza, las concentraciones
recomendas para antigenos crudos oscilan de 10-1000png/mL y para los antigenos puros
la concentracion varia de 1-10 ug/mL,esto es debido a la competencia que se da entre
las impurezas y los antigenos protéicos por el anclaje al fondo de la placa (Crowther,
2009; Lin, 2015).La temperatura y tiempo de incubaciéon de el antigeno se ha
demostrado que estan inversamente relacionados, en efecto se ha utilizado ampliamente

la combinacion 37°C por 1 h (Ledesma et al., 2016).

8.1.4. Agente bloqueante
Los agentes bloqueantes cumplen la funcion de evitar la union inespecifica entre
los anticuerpos y los espacios no ocupados por el antigeno (Gibbs et al., 2001). Las dos
clases mas elementales de agentes bloqueantes son detergentes no ionicos y los agentes
protéicos, en este ultimo grupo se encuentra la albumina sérica bovina (BSA), el cuala

su vez es un buen agente bloqueante tanto para las superficies inespecificas y las de alta
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afinidad. El porcentaje de BSA indicado es de 1 a 3% (v/v) diluido en PBS (PBS-BSA)
(Gibbs et al., 2001). El tiempo y la temperatura de incubacion de agentes bloquenates

varian; pero se ha usado un tiempo de 18 horas a 4°C (Ledesma et al., 2016).

8.1.5. Anticuerpo primario
Los anticuerpos primarios estan contenidos en el suero problema, el cual se usa
unicamente con una dilucion determinada en el caso del ELISA de punto final. Las
diluciones mas usadas en en ELISA indirecto de punto tinico son 1/200, 1/400 o 1/800
(Shivachandra et al., 2017; Crowther, 2009); no obstante, conviene estandarizar a
diferentes diluciones en base dos,comprendidas entre 1/40 y 1/2560 (Crowther, 2009).
El dilutor del suero consiste en BSA al 1% diluido en PBS (Shivachandra et al., 2017).

8.1.6. Anticuerpo secundario o conjugado

Es anticuerpo secundario es por lo general un conjunto de anticuerpos
policlonales de una especie animal diferente al del animal problema,ademas tiene
particular afinidad por los anticuerpos del animal en cuestion (conjugado anti-especie)
(Lin, 2015). Este anticuerpo puede ser quimicamente conjugado a una con gran cantidad
enzimas de las cuales, una muy usada por los investigadores es laHRP (Peroxidasa de
rabano picante), una enzima de 40 KDa que cataliza la reaccion entre el perdxido de
hidrégeno y un sustrato organico (donador de electrones) para que por medio de su
oxidacion, forme un compuesto cromégeno (Brinkley, 1992; Veitch, 2004).Otras
enzimas que pueden ser usadas son, AP (Fosfatasa alcalina), B-galactosidasa, etc
(Crowther, 2009). Este anticuerpo secundario conjugado conHRP puede ser adquirido
de forma comercial por lo que debera ser diluido segun la recomendacién del fabricante,
por lo generalla dilucion es de 1:10 000 de una solucion stock que se encuentra 1 mg/ml

(Lin, 2015).

8.1.7. Sustrato
Para cada enzima en particular, existe un conjunto estrecho de sustratos pueden
ser usados,en el caso de la enzima HRP existen sustratos como OPD (Dihidrocloruro O-

fenilenediamina), APS (Acido sulfénico2,2’-Azino(3-etil) benztiazolina), Acido 5-
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aminosaliciclico (ASA), 3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB). El TMB es un
compuesto que es oxidado en un compuesto de amina doble que posee un color azul
(sin solucion Stop)que puede ser leido en un espectrofotémetro a una longitud de onda
de 650 nm (Mesulam, 1978). Los cuales de igual manera que el conjugado, deben ser

usados a la concentracion y volumen indicado por el fabricante (Lin, 2015).

ECL substrate ECL substrate

@ @~
/\/\_

Secondary antibody

/ \{— Primary antibody

Figura6. Diagrama esquematico que explica el principio de la ELISA indirecta.
Se observan las fases del iELISA donde se encuentran la fase solida, el antigeno, el
anticuerpo primario, el anticuerpo secundario (conjugado), el sustrato cromoégeno
(HRP en este caso). Notese que a cada anticuerpo primario se puede unir mas de un
anticuerpo secundario (Imagen tomada deLin, 2015)
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. MATERIALES Y METODOS

1.  Lugar de ejecucién

El ensayo de campo se realizo en el mes de enero de afio 2016, en el centro de
investigacion y produccion C.I.LP. La Raya de la Universidad del Altiplano,
Puno,ubicado cerca al nudo de Vilcanota, en el distrito de Santa Rosa, provincia de
Melgar region de Puno, a una altitud de 4200 msnm y entre las coordenadasgeograficas
de 10° 13’ 33” de latitud sur y 70° 57’ 12” de longitud Oeste. El procesamiento de las
muestras se realizo enla seccionde Biologia y Genética Molecular del Laboratorio de
Microbiologia Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru.

2. Animales

Se formaron cuatro grupos de 20 animales cada uno,alpacas hembra huacaya,
clinicamente sanas de aproximadamente 12 meses de edad (N=20). De esos grupos, se
tomaroncinco animales al azar (n=5) por cada grupo para el seguimiento. Se inoculd
una dosis unica de 2 ml de los cuatro productos a evaluar a los cuatro grupos, un
producto por grupo. Las dosis por cada animal fueron, 2 x 10® UFC/animal de la
bacterina y 10pug + 1 x 108 UFC/animal de ambos productos, 10 pg/animal de la
proteina recombinante rP6-like y 2 ml de suero salino normal al grupo control. La via
de inoculacion fue por via subcutanea en la region axilar derecha, y luego se procedio a

tomar muestras de sangre de la vena yugular los dias 0 (tiempo control), 5,7, 9, 12 y 15.
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Se centrifugd la sangre al600 g x 10 min., y las muestras de suero recuperado se

mantuvieron a -20°C hasta su procesamiento en el laboratorio.

3.  Preparacion de bacterina para inoculacion

Para su fabricacion se utilizo el protocolo usado por Hsuan et al., 2009. La
bacterina estd compuesta por una suspension en Caldo BHI (Brain-Heart Infusion
Broth) de cepas nativas de Pasteurella multocida (cepa nativa), aislada de un caso
neumonico de alpaca de la region de Puno, a una concentracion de 1 x 108UFC/mL, e
inactivada con formaldehido al 0.25 % y como adyuvante Hidroxido de aluminio al 0.25
% (v/v).La bacterina se almacend en un frasco forrado con papel aluminio y se
almacen6 a una temperatura de 4°C en refrigeradora y posteriormente con geles
refrigerantes durante el procedimiento de inoculacion.Antes de ser inoculada fue

evaluada su esterilidad mediante cultivos en agar sangre.

4.  Preparacion de proteina recombinante para inoculacion

Se utiliz6 una vacuna de tipo subunidad compuesta por la proteina denominada
rP6-like obtenida en la unidad de Biologia y Genética Molecular de la Facultad de
Medicina Veterinaria UNMSM. Luego del procedimiento purificacion, la proteina fue
diluida en PBS y combianada con coadyuvante. La proteina se almacend en un frasco
forrado con papel aluminio y se almacend a una temperatura de 4°C en refrigeradora y
posteriormente con geles refrigerantes durante el procedimiento de inoculacion.Antes

de ser inoculada fue evaluada su esterilidad mediante cultivos en agar sangre.

5.  Preparacion de antigeno total de P. multocida para ELISA

Los antigenos para el inmunoensayo fueron preparados usando el protocolo
modificado deLedesma et al., 2016. Para ello se consechd Pasteurella multocida (cepa
nativa), la cual fue cultivada en caldo BHI a 37°C por 24 h, con agitacion continua. El
medio de cultivo fue centrifugado en tubos Falcon de 50 ml a 7000 g por 15 min. El
pellet fue lavado tres veces con buffer fosfato salino PBS, y la lisis de las bacterias sera
obtenido suspendiendo el pellet en 10 ml de PBS frio y se realizaran tres ciclos de

congelacion en nitrogeno liquido seguido de descongelacion. Se realizara el sonicado de
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las células bacterianas en siete pulsos de 10 seg cada uno, con 10 seg entre pulsos y se
centrifugaron a 12 000 g por 30 min. a 4°C, el sobrenadante sera separado para posterior
uso. La proteina total de PMfue cuantificada mediante fluorometria usando Qubit™
Thermo Scientific y se almacen6 una, y el lisado fue alicuotado y almacenado a -4°C

hasta su uso en analisis serologicos.

6.  Preparacion de proteina recombinante para ELISA

Los prodecimientos de clonacion, expresion y purificacion son los mismos que
se detallan en la seccion de métodos“Preparacion de proteina recombinante para
inoculacion”. El producto de esta purificacion se cuantifico mediante Qubit™ Thermo
Scientific para diluirla con PBS 0.1 M y obtener una dilucion final de 100 pg/ml. Esta

se almacen¢ en refrigeracion a 4°C hasta su evaluacion mediante la prueba de ELISA.

7.  Estandarizacion de ELISA indirecta

Para la estandarizacion de la concentracion de antigenos y suero en las dos
técnicas de ELISA, se utilizé el método de titulacion en tablero de ajedrez detallado por
Lin (2013). Para ambas pruebas de ELISA se usaron sueros de animales inoculados ya
sea con la rP6-like o con la bacterina. Para el ELISA con la proteina recombinante
como antigeno se tapizoé con rP6-like a concentraciones de 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,1pg/mL y el suero se diluyd a concentraciones de 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800,
encontrandose concentraciones 6ptimas de rP6-like de 3,5ug/mL y en el suero de 1/200.
Para la estandarizacion del ELISA con la proteina total de P. multocida se usaron las
concentraciones de antigeno de 140; 70;35; 16.5; 8,25; 4,1 pg/mL y el suero,
igualmente se diluydo a concentraciones de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
encontrandose concentraciones Optimas de encontrandose concentraciones Optimas de
rP6-like de 35 pg/mL y en el suero de 1:200. Una vez obtenida las concentraciones
Optimas de antigeno y suero, se probaron concentraciones de agente bloqueante (BSA)
de 1, 3 y 5% (m/v). El conjugado y cromogeno fueron usados a las concentracio es

recomendadas por los fabricantes.
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8.  Materiales de ELISA indirecta

Se prepar6 buffer fosfato salino (PBS) a concentracion de 0.1 M, el cual sirvid
para dilucion de todos los reactivos. El buffer de lavado (PBS-T) consistio en una
solucion de Tween 20KPL® diluida en PBS a concentracion de 0.05%. El suero
problema se diluy6 a razén de 1:200 en buffer de dilucion, el cual estd compuesto de
albumina sérica bovina (BSA) al 3% en PBS 0.1 M. El anticuerpo conjugado que se uso6
en las pruebas fue anticuerpo secundario policlonal de cabra anti-IgG de llama
enlazado a la peroxidasa de rabano picante (HRP) Abcam®a concentracion final de
1/20 000. El sustrato cromdgeno 3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidina (TMB) Sureblue™,
de igual manera, se usé a la concentracion recomendada por el fabricante (listo para
usar). Para todos los procedimientos se usaron placasde poliestireno de alta afinidad de

96 pocillos Corning®.

9. Procedimiento ELISA indirecto de punto vinico

Las muestras de suero fueron analizadas por la prueba de ELISA indirecta de
punto Unico siguiendo los protocolos de Ledesma et al. (2016) y Shivachandra et al.,
(2017) para tapizado con proteina total de PM y proteina recombinante (rP6-like)
respectivamente. Se utilizaron dos tipos de antigenos para recubrir las placas de
poliestireno. La placa de ELISA fue tapizada con la proteina P6-like diluida en buffer
Fosfato salino 0.1 M (PBS), pH 7.4, a una concentracion de 3,5 pg/ml para la
evaluacion de inmunidad contra la proteina rP6-like. Para la evaluacion de la inmunidad
contra la bacterina y contra rP6-like + bacterina, se tapizo la placa con 100 pL de
proteina total de PM a una concentracion de 35 pg/mL mediante incubacion a 37°C
durante 1 h. Posteriormente se hicieron tres lavados con 200 pL de PBS-T luego se
bloquearon los pocillos con 200 pL. de BSA 3% a 4°C durante 16 h, seguidamente se
efectuaron tres lavados con PBS-T para luego afiadir por duplicado, 100 pL/pocillo de
los sueros problema a dilucion de 1/200 en solucion de dilucion, en esta etapa se incubo
a 37°C por 1 h; nuevamente se realizaron lostres lavados y luego de ello se afiadioé 100
uL del anticuerpo conjugado con HRP a dilucion 1/20 000.Se incubd una vez mas a 37
°C por 1 h, luego se realizaron tres lavados mas y se afiadio 100 pL sustrato cromdgeno

(TMB). Finalmente se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min en la oscuridad.
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La placa fue leida a una longitud de onda de 650 nm en un espectrofotometro multicanal

Biorad®.

10. Disefio de estudio

Es un estudio experimentalde campo, donde se utilizaroncuatro grupos, uno de
ellos inoculado con solucidn salina normal (control) y tres grupos tratamiento. Cada una
de las intervenciones intervenciones, bacterina, rP6-like y bacterina + rP6-like juntas
fueron asignadas a un grupo tratamiento. El seguimiento serologico se realizé6 mediante
toma de muestra de sangre los dias: cero (preinoculacion), cinco, siete, nueve, trece y
quince post inoculacion. Los sueros fueron analizados mediante la técnica de ELISA
indirecta de punto tinico mediante dos pruebas de ELISA, el grupo control y el grupo
inoculado con la rP6-like fueron evaluados mediante una prueba de ELISA que uso la
rP6-like como antigeno de recubrmiento, en tanto que los grupos inoculados con la
bacterina y con la bacterina + rP6-like fueron evaluados mediante la prueba de ELISA
donde se la proteina total de PM como antigeno de recubrimiento. El objetivo del
presente estudio fueevaluar la capacidad inmunogénica de la rP6-like, para ello se
inocularon los productos en un total de 80 animales (20 animales por grupo), de los

cuales se seleccionaron 5 animales al azar para para su seguimiento seroldgico.

11. Analisis estadistico

En este estudio se ejecutaron dos tipos de analisis estadisticos, el primero fue
para comparar medias de la densidades oOpticas (OD) del dia cero contrael OD de
demas dias dentro de cada grupo, esto se realizd en los grupos inoculados con
bacterina, bacterina + rP6-like y el grupo control, para ello se us6 la prueba de
Wilcoxon. El segundo analisis estadistico incluyo6 la comparacion de las medias de los
OD del grupo control y las medias de OD del grupo inoculado con la rP6-like en cada
dia de seguimiento, para ello se usard la prueba U de Mann-Whitney.Para estos
propositos anteriormente mencionados se uso el software STATA® 15.0Para todos
estos fines, se evalud el valor p usando un nivel de significancia de 0.05.A nivel
descriptivo se incluy6 el reporte de medias y desviaciones estandares (SD) asi como

errores estandares (SE).

46



Los datos fueron presentados en graficos de tipo lineal, donde se representaron
las medias aritméticas de cada grupo en cadacon sus respectivos errores estandares

(SE), usando el software estadistico GraphPad Prism 7®.

12. Consideraciones éticas

Las diversas actividades llevadas se realizaron causando el menor estrés posible
en la sujecion, los encargados de la sujecion del animal fueron personas capacitadas en
el manejo animal. El ensayo se realizo la menor cantidad de dias posibles (cinco dias) y
duré un promedio de dos horas por dia, desde las 7:00 am hasta las 9:00 am para no
interrumpir el horario de alimentacion de los animales. El protocolo de toma de muestra

de sangre se realizard tomando en cuenta el método publicado por Morton, et al.(1993).

47



Iv. RESULTADOS

Dentro del grupo inoculado con la bacterina(grupo 1) se evalud la respuesta
inmune representada por IgG anti-proteina total dePM, inducida por la inoculacion de la
bacterina, estoprovocouna ligera disminucion enla media de ODgso de los niveles de
anticuerpos en el quinto dia (ODsso = 0,44) con respecto al dia cero(ODsso = 0,401) sin
embargo esto no fue estadisticamente significativo (p>0.05) (figura 7 y cuadro 1).A
partir del sétimo dia se comenzaron a elevar los niveles de IgG, pero de manera no
significativa.El pico de elevacion se presento en el noveno dia (ODeso = 0,58), donde el
ODeso logra diferenciarse significativamente del dia cero (p<0.05). La densidad optica
media disminuye enlos dia 12 y 15 post inoculacion ya que no existe diferencia
estadisticamente significativa con respecto al dia cero (cuadro 1). En el cuadro 2, se

observa el aumento individual neto hasta el dia 15 con respecto al dia cero.

En los resultados obtenidos por el ELISA para el grupo inoculado con rP6-like
(grupo 2), donde se midieron anticuerpos anti rP6-like (figura 8 y cuadro 1), se observa
que en el quinto dia de seguimiento hubo una ligera disminucion en el promedio de
densidad Opticalo cual ocurre de manera similar en el grupo control (grupo 4). En el
quinto dia no hay diferencia estadistica significativa con respecto al quinto dia delgrupo
control. A partir del sétimo dia se evidencioé una elevacion en el OD650 en el grupo
inoculado con la rP6-like (OD650 = 0.85), siendo significativamente diferente que en el
sétimo dia del grupo control (OD650 = 0.45) (p<0.05). En los dias posteriores también
se observa una tendencia al aumento de OD650y de igual manera, una diferencia
significatica hasta el dia 15 de seguimiento (ltimo dia) conrespecto al grupo control
(p<0.05), observando un pico en el dia 12 de OD650 = 0.09, el cual se mantiene hasta el
dia 15. En el cuadro 3 se observa que todos los animales no aumentaron sus anticuerpos
de manera homogénea, sin embargo se registré un aumento en cada uno de ellos en el

15. En el grupo inoculado con la bacterina junto con la rP6-like se evaluaron los niveles
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de anticuerpos anti proteina total de P. multocida. En la figura 9 se observa que el
quinto dia de seguimientohubo un declive considerableen la media de la densidad
optica(ODgso =0,50), ademas se alcanzd la minima media en el sétimo dia (ODsso
=0,44). Los anticuerpos parecen estabilizarse en el noveno dia; sin embargono se
evidencian cambios significativos en ninguno de los dias de seguimiento con respecto al
dia cero (p>0.05) (figura 9 y cuadro 1). En el cuadro 4, se observa que los animales uno,
dos , tres y cuatro, disminuyen sus niveles de anticuerpos en el quinto dia post
inoculacion, el animal cinco disminuye sus niveles de ODgsoen el sétimo dia; luego
continua disminuida en todos los animales hasta el sétimo dia, para luego aumentar
desde el dia nueve sin embargo no llego a ser significativamente diferente que el tiempo

control (dia cero).

El grupo control no mostr6 variacion estadisticamente significativa en los
niveles de ODgsoen ningtin dia con respecto al dia cero (SD < 0.10) (cuadro 1), tuvo
promedios mas bajos que los tres grupos experimentales en todos los dias de
seguimientoy las medias se mantuvieron constante en todos los dias de seguimiento
(figura 4 y cuadro 1).Ademads, en cada uno de los miembros del grupo control (cuadro
5), se observa que las densidades Opticas de cada animal individual no aumentaron ni
disminuyeron considerablemente con respecto al tiempo control (dia 0).

En figura 10 se muestra que el nivel de ODsso alcanzado por los tres tratamientos
y el grupo control, donde se observa que el mayor nivel de ODsso obtenido es el del
tratamiento con la rPé6-like, luego se encuentran los tratamientos con bacterina y
bacterina + rP6-like, los cuales obtuvieron medidas mayores que el grupo control. Se
debe tener en consideracion que este gafico (figura 10).

La zona de inoculacion de ningin animal presentd alteraciones inflamatorias

durante el seguimiento y ningtn animal falleci6 en el transcurso del experimento.
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Figura 7. Resultados del ELISA para los niveles de IgG (ODgso) anti proteina total de PM
frente a la inoculaciéon de la bacterina.Los puntos representan las medias y las barras de error
corresponden a errores estandares (SE). Los valores significativamente diferentes al dia cero del
mismo grupo inoculado con la bacterina estan marcados con un asterisco (p<0.05).
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Figura 8. Resultados del ELISA para los niveles de IgG (ODsso) anti- rP6-like frente a
lainoculacién de la rP6-like. El grupo control es el mismo que fue graficado en la figura 1Los
puntos representan las medias y las barras de error corresponden a los errores estandares (SE).

Los valores significativamente diferentes al grupo control estan marcados con un asterisco
(p<0.05).
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Figura 9. Resultados del ELISA para los niveles de IgG (ODgso) anti-proteina total de PM
frente a la inoculacion de la bacterina + rP6-like. Los puntos representan las medias y las
barras de error corresponden a los errores estandares (SE).El grupo control es el mismo que en
las figuras 7 y 8. Resultados del ELISA para los niveles de IgG (ODsso).No se observa ningin
valor significativamente diferente del dia cero.
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Figura 10. Resultados del ELISA para los niveles de IgG (ODsso) frente a tres productos
biologicos y grupo control. Se visualiza al grupo inoculado con la rP6-like con mayores
valores que otros gruposfrente a tres productos bioldogicos y grupo control. Los puntos
representan las medias y las barras de error corresponden a los errores estandares (SE).
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Cuadro 2. Densidades opticas para los niveles de IgG (ODgso) anti-proteina totalde PMen cada
uno de los animales inoculados con la bacterina.

Dias
Grupo 1 0 5 7 9 12 15
Animal 1 0,438 0,355 0,425 0,606 0,566 0,636
Animal2 0,501 0,442 0,507 0,541 0,492 0,494
Animal3 0,539 0,525 0,512 0,561 0,546 0,696
Animal4 0,437 0,316 0,511 0,675 0,765 0,566
Animal 5 0,285 0,367 0,252 0,526 0,403 0,495

Cuadro 3. Densidades opticas para los niveles de IgG (ODesso) anti-rP6-like en cada uno de los
animales inoculados con la P6-like.

Dias
Grupo 2 0 5 7 9 12 15
Animal 1 0,687 0,609 0,866 1,019 1,285 1,327
Animal2 0,581 0,435 0,639 0,665 0,747 0,812
Animal3 0,803 0,748 0,940 1,050 1,284 1,416
Animal4 0,470 0,465 0,924 0,603 0,819 0,825
Animal 5 0,320 0,384 0,865 1,132 1,316 1,081
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Cuadro 4. Densidades Opticas para los niveles de IgG (ODsso) anti-proteina totalde PM en cada
uno de los animales inoculados con la bacterina + rP6-like.

Dias
Grupo 3 0 5 7 9 12 15
Animal 1 0,865 0,634 0,354 0,620 0,656 0,638
Animal 2 0,401 0,354 0,479 0,541 0,504 0,533
Animal3 0,620 0,479 0,506 0,461 0,486 0,583
Animal4 0,539 0,398 0,388 0,539 0,598 0,625
Animal 5 0,450 0,634 0,490 0,605 0,583 0,666

Cuadro 5. Densidades dpticas para los niveles de IgG (ODeso) anti rP6-like en cada uno de los
animales inoculados con solucién salina normal.

Dias
Grupo 4 0 5 7 9 12 15
Animal1 0,546 0,415 0,479 0,456 0,433 0,487
Animal2 0,467 0,446 0,477 0,377 0,410 0,396
Animal3 0,428 0,450 0,366 0,346 0,389 0,425
Animal4 0,356 0,290 0,357 0,317 0,327 0,322
Animal 5 0,603 0,549 0,554 0,566 0,503 0,534
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V. DISCUSION

La neumonia aguda de las alpacas, es la segunda causa de mortalidad en las
crias, la tasa de mortalidad es de 27.5% en crias, y 26.3% (Ramirez, 1989).Sin embargo,
a la fecha, no se cuenta con una vacuna segura, de calidad y eficaz para la prevencion de
neumonia aguda de las alpacas. Por ello este estudio tuvo como objetivoevaluar los
niveles deanti rP6-like generados por la inoculacion de la proteina rP6-like dentro de las
dos primeras semanas mediante la técnica de ELISA indirecta, y la comparacion de las
cinética de anticuerpos anti antigeno total de P. multocida generados por un solucion
salina normal, una bacterina, y una bacterina +rP6-like juntas.

El producto bioldgico que produjo mayor elevacion de anticuerpos que los
demas fue la proteina recombinante rP6-like, estos resultados son compatibles con
Sivachandra et al.(2017), quien obtuvo, al dia 21, una elevacion estadisticamente
significativa de la IgG antirP6-like en ratones. Sin embargo, la elevacion de anticuerpos
no fue tan marcada como en los estudios llevados a cabo en ratones por Okay et
al.(2012) y Shivachandra et al. (2014) debido, probablemente, a que no se usaron
alpacas libres de patdogenos especificos y quiza por factores ambientales y factores del
animalcomo por ejemplo la raza, condicion corporal, los que pueden estar jugando un

papel de confusores (Siegrist, 2008).

Los anticuerpos anti rP6-like del grupo inoculado con la rP6-likefueron los que
tuvieron un pico de elevacion mas alto y mas rapido que los demas productos
bioldgicosy se mantuvieron en niveles significativamente altos hasta el Gltimo dia de

seguimientocon respecto al dia cero (figura 7). Tal elevacion se puede deber al estimulo
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de loslinfocitos Th2, donde segiin Maximiliano (2017), estan implicados las citoquinas
IL-10 e IL-4.Toda esta cascada de reacciones que conllevan a la produccion de
anticuerpos IgG es compatible con la naturaleza protéica del antigeno, con lo cual se
cumple con los requisitos expuestos por Vinuesa et al.(2008) sobre la formacion de

centros germinativos y respuesta T- dependiente.

Se encontrd una respuesta retardada de la bacterina y elevacion no significativa
al dia 15 con respecto al dia cerosiendo compatible tal resultado con una rapida
degradacion de los anticuerpos, lo cual concuerda con los resultados deChandrasekaran
et al. (1994); Shah et al. (1997) y Tabatabaei et al. (2002) quienes encontraron que la
bacterina posee los anticuerpos elevados por un periodo de 6 meses. Ademas, estos
resultados difieren deJoshi ef al.(2013) quien encontré que la bacteria total tenia una
elevacion mas rapida y superior a la estimulada por la rOmpH. La elevacion de
anticuerpos a los dias 12 y 15 no son tan marcados a diferencia de los resultados de Sun
et al.(2009); el cual, condujo su estudio por mayor cantidad de semanas y con mayor
cantidad de animales; sin embargo el resultado global de este estudio concuerda con los
suyos debido a que se desprende que la bacterina no es eficaz en la generacion de
anticuerpos. Los bajos titulos de anticuerpos generados por la bacterina también son
compatibles con otros estudios donde se evalia la inmunogenicidad de vacunas
inactivadas contra otras bacterias tales como Mycoplasma hyopneumoniae(Fisch et al.,
2016),Actinobacillus pleuropneumoniae (Shao et al., 2010) y Streptococcus suis(Hsueh
et al., 2017), especialmente en especie porcina.La ineficacia en la generacion de
anticuerpos por parte de la bacterina también puede deberse a la disminucion en la
concentracion de las proteinas P6-like expresadas por la cepa de P. multocida, lo cual,
segun Fisch et al. (2016) estd muy relacionado con la “domesticacion” de la cepa

laboratorial con la cual se produce la bacterina.

Los bajos titulos de la bacterina con respecto de la rP6-like, también pueden
deberse a que el ELISA con proteina total de PM, carece de sensibilidad al momento de
evaluar inmunidad segin Afzal et a/.(1989). Ademas, segin Crowther(2009), el uso de
antigenos puros mejora la sensibilidad del ELISA, a diferencia del antigenosonicado,el
cual, no es homogéneo y posee muchas impurezas tales como lipidos, polisacaridos,
acidos nucleicos, proteinas no especificas, que compiten por los sitios deberian ocupar

las proteinas.
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Los dos productos combinados no resultaron en una elevacion de los niveles de
anticuerpos, no siendo compatible con los resultados de Hsuan et a/.(2009), quien
comprobd que los anticuerpos aumentan considerablemente luego de inmunizar a
cerdos con rPMT junto con una bacterina, esto puede ser debido a que, la bacterina
posee un efecto deletéreo o anérgico en combinacion con OMPs o proteina cruda de P.
multocida tal como los expuestos en los resultados de Dabo et a/.(2008b), quien
describio el efecto deletéreo de la rPmOmpA sobre las OMPs en ratones. Si ese fuera el
caso, la bacterina combinada con la rP6-like, es un mal candidato para continuar con

ensayos clinicos de desafio.

El grupo control presento ligeras desviaciones con respecto a la media del dia
cero segun la figura 7, esto se puede deber a factores no controlados como la
temperatura ambiental, la cual es un factor influyente sobre la reactividad de los
monocitos (Nino Arias et al., 2016). El grupo control y el tiempo control de todos los
grupos (dia cero) presentaron también niveles muy altos de anticuerpos a diferencia de
otros estudios (Wei et al., 2017, Okay et al., 2012; Shivachandra et al., 2014) debido a
queprobablemente,P.multocidapresente en la microbiota, estimuldla produccion de
anticuerpos anti rP6-like y anti-proteina total de P. multocida (De Steenhuijsen et al.,
2015). Esto representa una limitante de las pruebas seroldgicas en agentes que forman
parte de la microbiota; sin embargo eso no ha sido un impedimento para comprobar la

eficacia vacunal, tal es el caso de la vacuna contra la enterotoxemia en alpacas.

En todos los grupos se percibe una disminucion en los niveles de anticuerpos en
el dia cinco con respecto al dia cero, debido a que probablemente al tiempo hostil, con
abundantes precipitaciones, de 6-8 L/m?, cifra que super6 a la del afo 2016 (La
Republica, 2017), ademas segln las referencias se registraron temperaturas maximas dia
de 17°C, y nocturnas minimas de 3°C (SENHAMI,2018),los cuales se comportaron
probablemente como factor estresante, especialmente en las alpacas joven(Arias et al.,

2016).

Debido a la disponibilidad de animales en el fundo y a la poca disponibilidad de
horario de trabajo, por la alimentacion de los animales, se tuvo limitaciones en la
conformacion del tamafio de muestra por cada grupo. Esta limitante reduce el poder
estadistico; sin embargo se encontraron diferencias, las que también se hubieran

encontrado al usar muestras mas numerosas (Triola, 2009). La variable sexo fue
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controlada mediante restriccion (se usod solo hembras) debido a que estudios previos
sefalan la diferencias probablemente de origen genético en la produccion de anticuerpos
e inunidad celular de machos y hembras (Lisse et al., 1997; Amadori et al., 1995).Es
necesario entonces, realizar estudios que permitan establecer diferencias por sexo del
animal a fin de conocer el comportamiento de la inmunidad en ambas categorias (Sun,

2009).

El procesamiento de las muestras de animales inoculados con la bacterina y la
bacterina + rP6-like con un ELISA anti-proteina total de PM, y la evaluacion del grupo
control y del grupo inoculado con la rP6.like mediante una prueba de ELISA anti-rP6-
like impidieron realizar comparaciones estadisticas entre grupos y solo se realizaron en
gran parte, comparaciones dentro del mismo grupo con el dia cero (tiempo control o
control interno). Otra dificultad encontrada al realizar este estudio,fue el no contar con
una prueba de ELISA comercial o adecuadamente validada para cuantificarlos antigenos
que se deseaban evaluar, esta limitacion fue manejada mediante el desarrollo de una
prueba de ELISA in house, la cual fue estandarizada en el presente estudio. Se
recomienda para estudios posteriores,establecer una correlacion estadistica entre
diluciones seriadas de anticuerpos anti rP6-like de referencia y anticuerpos de alpacas
inmunizadas y no inmunizadas con rP6-like, para validacion de la prueba (Ghosh et al.,

2015).

Adicionalmente se comprobo que la inoculacion de los tres productos biologicos
no produjeron ningin efecto adverso visible en animales jovenes, lo cual contribuye a
los estudios de inocuidad de los tres productos biolégicos y corrobra los resultados de
Moreno et al. (2016) en el caso de la bacterina y los resultados de de Shivachandra et

al. (2017) en el caso de la proteina recombinante.

Estos primeros ensayos empleando una proteina recombinante han permitido
conocer la capacidad inmunogénica de esta proteina, pues se ha logrado establecer que
rP6-like es capaz de generar anticuerpos especificos de manera significativa y la
respuesta generada en estos primeros ensayos indican que, de manera preliminar,podria
actuar mejor sola que en combinacion con una bacterina. Seran necesarios mas estudios
para conocer el nivel minimo de anticuerpos que se debe llegar para conferir proteccion

contra la enfermedad.
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VL. CONCLUSIONES

. Los productos evaluados, rP6-like y bacterina poseen efecto inmunogénicoen
alpacas.

. La inoculacion de la rP6-like estimula tempranamente, desde el dia 7, la
elevacion de anticuerpos.

. La rP6-like estimula la produccion de anticuerpos de manera sostenida,hasta el

dia 15.
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VII. RECOMENDACIONES

Se sugiere replicar el estudio usando las dos técnicas de ELISA, tanto para
evaluar anticuerpos anti- P6-like y anti-proteina total de Pasteurella multocida.
Se sugiere continuar con estudios de eficacia, de mayor duracion, con mayor
numero de animales y tomando la mayor cantidad de variables que se pueda.

Se recomienda emplear la misma técnica de ELISA para evaluar umbral de
proteccion de anticuerpos y titulo de anticuerpos neutralizantes contra la
Pasteurelosis.

Se recomienda evaluar niveles de anticuerpos en brotes de enfermedad

respiratoria para determinar causalidad del brote.
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IX.

ANEXOS

Cuadro anexo 1. Listado de animales usados en el experimento. Registro de seguimiento
donde se observan los 4 grupos de animales, de los cuales, se registro, el sexo, salud (mediante
la temperatura), nimero de arete y se prosiguio a tomar muestra los dias 0, 5, 7,9, 12 y 15.

Evaluaciéon

Grupo N° Identif Sexo T® Dia 0 Dia Dia Dia Dia Dia
(c°) 5 7 9 12 15

GRUPO 4 3 16H6I9F H 38,1 OK OK OK OK OK OK
CONTROL 6 16H733F H 38,0 OK OK OK OK OK OK
12 16H697F H 37,9 OK OK OK OK OK OK

15 16W020E H 37,6 OK OK OK OK OK OK

18 16H919F H 37,7 OK OK OK OK OK OK

GRUPO 1 23 16H211E H 37,5 OK OK OK OK OK OK
(BACTERINA) | 26 16H480E H 37,8 OK OK OK OK OK OK
29 10S050E H 37,1 OK OK OK OK OK OK

32 16H448E H 38,1 OK OK OK OK OK OK

35 16H122E H 37,9 OK OK OK OK OK OK

GRUPO 3 43 16H727F H 38,0 OK OK OK OK OK OK
(BAETP%“NA 46 16S037E  H 37,9 OK OK OK OK OK OK
49 16H270E H 37,5 OK OK OK OK OK OK

52 16H311E H 38,5 OK OK OK OK OK OK

55 16H670F H 38,2 OK OK OK OK OK OK

GRUPO 2 (P6) 63 16H212E H 37,8 OK OK OK OK OK OK
66 16S199F H 38,1 OK OK OK OK OK OK

69 16H469E H 38,3 OK OK OK OK OK OK

72 16H457E H 38,0 OK OK OK OK OK OK

75 16H463E H 37,8 OK OK OK OK OK OK
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