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RESUMEN 

En el present", trabajo se evalu6 la eficacia e inocuidad en campo de un inmun6geno a base de bacterias vivas de 
Pasteurella haemolytica en corderos. Esta evaluaci6n se realiz6 en cinco explotaciones ae ia zona del Ajusco, Me, 
xico D.F. Se inmunizaron 96 corderos con un cultivo vivO de P. haemoiytica por via subcutanea y quedaron 81 ecr, 
deros sin inmunizar como grupo control. Antes y despues de la inmunizaci6n se determinaron anticuerpos anti· 
capsula y anticitotoxina de P. haemolytica. Tambien se realiz6 un estudio clinico patol6gico en lOS corderos hasta 
el destete. Los corderos inmunizados desarrollaron titulos de anticuerpos anticapsula y anticitotoxina (p < 0.05), 
En el grupo oontrol enfermaron de neumonla clinica cuatro ani males (4,9%) y del grupo vacunado un animal 
(1,0%), AI momento que se detectaron los corderos can neumonia clinica y 15 dias despues, se tom6 muestra de 
suero para analisis serol6gico, Los datos de este analisis revelaron que los corderos al momenta de detectarse 
clfnicamente enfermos eran negativos a la presencia de anticuerpos anticitoloxina y 15 dias despues rnostraban 
una seroconversi6n aun mas alta que en animales vacunados, Estes resultados indican, por un lado que la infee
ci6n era causada por P. haemolytica y per olro lado que la cilotoxina de esla bacteria esla jugando un papei de" 
terminante en la patog(mesis de la enfermedad, Tambilm se podrfa considerar que la protecci6n conferida par la 
inmunizaci6n con P. haemo/ytica es capaz de reducir los cuadros neum6nicos en corderos, aunque se requieren 
mas estudios al respecto, Por ultimo, se demostr6 la inocuidad de! inmun6geno por la ausencia de reacciones 
posvaounales, 

Palabras Clave: Pasteurella Haemo/ytica, Evaluaci6n de Inmun6geno, CerdeLo.s, ,
Tec, Pecu. Mex. Vol. 31 No.3, (1993) 

Las neumonfas son consideradas de suma ros asociada a neumonias puede rebasar el 
importancia en los animales domesticos de 20%; el mayor porcentaje de mortalidad par 
bido a que afectan directamente al proceso problemas neum6nicos se acentua entre los 
productivo de las explotaciones, ocasionan dos y tres meses de edad de los corderos 
do perdidas econ6micas cuantiosas (1, 2). (3,4,5,6). 
Se ha determinado que la muerte de corde-

Pasteurella haemo/ytica es un agente que 
a Reclbldo para su publlcacion el 15 de marzo de camunmente se asocia a problemas neum6, 1993. 

nicos de rumiantes (7). Se han reconocido. 
b Laboratorio de Fisiopatologia. CENID-Microbiolo par hemoaglutinaci6n indirecta, 15 serotiposgia, INIFAP-SARH. Carretera Mexico-Toluca Km. 

15.5, Palo Alto, Mexico D.F. C.P. 05110. de esta bacteria de acuerdo a antrgenos 


capsulares solubles (8, 9). Ademas estac Proyecto Complejo Neum6nico. CENID-Mlcrbolo

gia INIFAP-SARH. bacteria produce en fase logarftmlca de cre


cimiento una sustancia soluble que es toxid Facultad de Estudios Superiores Cua1itlan, 
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ca para macrofagos y leucocitos en general 
(10, 11). Esta leucotoxina 0 citotoxina es 
producida par los diferentes serotipos cap
sulares de P. haemolytica, presenta las mis
mas caracterfsticas en todos ellos, por 10 
cual, se ha considerado que la inmunizacion 
con esta, puede conferir proteccion contra 
!a actividad toxica, independientemente del 
serotlpo que se encuentre involucrado en la 
neumonfa (12). 

La citotoxina puede jugar un papei determi
nante en la patogenesis de la enfermedad 
por el efecto negativo que ejerce sobre los 
principales mecanismos de defensa del pul
mon, especial mente sobre los macrofagos 
alveolares y neutrofilos, ocasionando inhibi
cion de su capacidad fagocftica, de la res
pU8sta inrnune subsecuente y de ia !nduc
Clan de inflamacion como consecuencia de 
la lisis de estas celulas (10,13,14.15). 

En la actualidad 5e han desarro!lado en 
otros parses, una diversidad de inmunoge
nos para prevenir la neumonfa causada par 
P. haemolytica con resultados satisfactorios 
en algunos casos. Estos inmunogenos va
rian en cuanto a la vfa de inoculacion, adyu
vantes utilizados, tipo de antfgenos (vivos, 
muertos. extractos) y masa antigenica (16, 
17,18,19). En estos estudios se han obteni
do malos resultados con las bacterinas, de
bido a que no han tenido efecto en la pre
vencion del problema, y evidencias clfnicas 
muestran que animales bacterinizados han 
desarrollado una neumonfa mas severa al 
desaflo comparado con los animales no 
bacterinizados (17). 

Los inmunogenos a base de bacterias vivas 
de cultivos de 6 horas son los que han dado 
resultados mas satisfactarios, argumentan
dose que este tipo de biologicos son efica
ces debido a que los cultivos jovenes pro
ducen mas material inmunogenico entre el 
que se encuentra material capsular, protef
nas de membrana, citotoxina y otros carbo
hidratos no muy bien definidos. Tambien la 

replicacion del agente en el sitio de la inocu
lac ion favarece la estimulacion de los meca
nismos inmunologicos mediados por celulas 
(16). 

En Mexico, a pesar de los malos resultados 
que se han obtenido con las bacterinas, se 
siguen utilizando con mucha frecuencia, sin 
saber a ciencia cierta su eficacia, los seroti
pes contenidos en las mismas 0 si son los 
adecuados para su utilizacion en, la region 
geografica donde van a ser aplicados. 

EI objetivo del presente trabajo fue evaluar a 
nivel campo, la efectividad e inocuidad de 
un inmunogeno de Pasteurella haemolytica, 
asf como el comportamiento de los !ftulos 
sericos de anti cuerpos anticapsuia y antici
totoxina de P. haemolytica a la inmunizacion 
y el efecto de esta sobre la presentacion de 
neumonfas en animales inmunizados y no 
inmunizados hasta el destete. 

Para elaborar el inmunogeno se cultivo por 
6 horas Pasteurella haemolytica serotipo A 1 
aislado de pulmon neumonico de ovino en 
medio Ifquido de infusion cerebro corazon 
(BHI) a 37C. Despues de este perfodo las 
bacterias se cosecharon despues de ser la
vadas tres veces par centrifugacion a 3000 
xg y el paquete celular fue resuspendido en 
solucion salina amorti~uada (SSA) a una 
concentracion de 1 x 10 unidades farmado
ras de colonia de paquete celular libre de ci
totoxina par ml. 

Para la evaluacion del inmunogeno se requi
rio de productares voluntarios que permitie
sen la inmunizacion de sus animales con el 
inmunogeno. Se trabajo con cinco explota
ciones ovinas localizadas en la zona del 
Ajusco, Mexico D.F. EI total de carderos en 
los cinco rebaiios fue de 177, los cuales se 
distribuyeron al azar en dos grupos: inmuni
zados 91 y sin inmunizar 86. Cabe haceL 
mencion que en cada rebaflo existfan apro
ximadamente la mitad de carderos inmuni
zados y la otra mitad sin inmunizar. Se apli
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caron 2.0 ml del inmun6geno p~r vfa subcu ces de neutralizar la citotoxina de P. hae
tanea a corderos entre 1 y 2 meses de edad. molytica. Un fonda claro indicaba ausencia 
Se realizaron visitas diarias p~r la manana de anti cuerpos, p~r 10 que la citotoxina que
hasta el destete para detectar animales con daba libre ejerciendo su efecto de lisis sobre 
neumonfa cUnica. 	 las celulas "blanco", eliminando el substrato 

celular a tenir. Para cada ensayo se utiliza
Antes y 15 dras despues de.la aplicaci6n del ron sueros controles positiv~s y negativos 
inmun6geno se tomaron muestras de suero como referencia. 
para determinar tftulos de anticuerpos anti
capsula y anticitotoxina de P. haemolytica, Se realize una prueba de hemoaglutinaci6n 
utilizando las tecnicas de hemoaglutinaci6n indirecta para determinar la presencia en 
indirecta y una prueba de inhibicion de la ci suero de anticuerpos anticapsula de P. hae
totoxina denominada ensayo visual simple. mo/ytica. Se realizaron diluciones al doble 
Tambien se tomaron muestras de los corde de cada uno de los sueros a probar con 
ros que clfnicamente manifestaron cuadro SSA en placas de microtitulacion de fondo 
neumonico. 	 en "U" de 96 pozos. Se adicionaron eritroci

tos "sensibilizados" con P. haemolytica y se 
Se realizo una prueba visual simple para de incub6 por dos horas a 37C. AI finalizar este 
terminar anticuerpos anticitotoxina de P. perfodo se realizo una primera lectura y se 
haemolytica. Esta prueba se fundamenta en incubaron las placas durante toda la noche 
la capacidad que tiene el suero para neutra a temperatura ambiente para realizar poste
lizar la citotoxina de P. haemolytica, utilizan riormente una segunda lectura de las placas 
do com celulas "blanco" leucocitos de san para la ratificaci6n de los resultados (8). La 
gre periferica de bovin~ obtenidas mediante sensibilizacion de los eritrocitos se lIevo a 
choque hipot6nico de sangre completa (20). cabo mediante la tecnica descrita por Frank 
La prueba consisti6 en hacer diluciones al y Wessman (8). 
doble de 50 pi de cada uno de los sueros a 
probar con SSA en una placa de microtitula Se realizaron visitas diarias a las explotacio
cion de 96 pozos. Realizada la diluci6n de nes, con el fin de detectar animales que pre
suero, se agregaron 50 pi de la citotoxina de sentaran cuadro clfnico de neumonfa. En es
P. haemolytica obtenida en fase logarltmica ta evaluaci6n se c:ietectaban signos de dis
ete crecimiento bacteriano previa titulacion nea, frecuencia re;;.. :ratoria, anorexia y se 
(14) y se incub6 10 minutos a temperatura complementaba la observaci6n cuando se 
ambiente, enseguida se anadieron 100 pi de observaba alguno de estos signos, con la 
la suspension de leucocitos a una concen toma de temperatura p~r vfa rectal y la fre
tracion de 1 x 107 Y se incubo una hora a cuencia cardiaca. 
37C. al finalizar este perfodo, las placas se 
centrifugaron a 500 xg p~r 5 minutos, a ca La diferencia entre medias de los estudios 
da pozo se Ie adiciono formalina amortigua serol6gicos se lIev6 a cabo mediante una 
da a110%, y fue incubada 30 minutos a tem prueba de t de Student y las diferencias de 
peratura ambiente. Posteriormente, fueron animales enfermos entre ambos grupos fue

. tenidas las placas con una soluci6n de cris	 ron analizadas mediante una prueba de x?-. 
tal violeta al 1.0% durante 5 minutos, lavan
dose final mente estas con agua corriente Durante este periodo que comprendio des
(21). Si era observado un fondo azul en los de la aplicaci6n del inmunogeno (aproxima
pozos indicaba la presencia de celulas teni damente a los 2 meses de edad de los cor
das y p~r 10 tanto un resultado positivo ala deros) hasta el destete, enfermaron de neu
existencia de anticuerpos que fueron capa- monfa cllnica cinco animales. Estos anima
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les pertenecfan a una sola explotaci6n. Por 
tratarse de explotaciones comerciales los 
ani males detectados enfermos recibfan tra
tamiento a base de quimioterapeuticos. De 
los cinco animales que enfermaron, cuatro 
pertenecfan al grupo control (4/86) y uno al 
grupo inmunizado (1/91) no existiendo dife
rencia estadfstica entre ambos grupos 
(p>O.05). Todos los corderos se recupera
ron por 10 que fue imposible realizar estu
dios complementarios de patologfa y bacta
riologfa, pero si se realizaron pruebas sero
16gicas. 

En el Cuadro 1, se muestran los promedios 
de los tftulos de anticuerpos anti capsula y 
anticitotoxina de P. haemolytica encontra
dos en ani males de los grupos inmunizados, 
enfermos y controles. Como puede obser
varse, los ani males inmunizados mostraron 
seroconversi6n en ambos tftulos compara
dos con el grupo control (P<O.05). EI valor 
obtenido en el segundo muestreo para eI 
grupo inmunizado fue de 3.24 ± 1.2 Y de 
3.74 ± 1.35 para anticuerpos anticapsula y 
anticitotoxina respectivamente y para el gru
pocontrolde1.36± 1.11 y2.4± 1.18. 

En el grupo de animales enfermos, el tftulo 
de anticuerpos anticapsula fue de 2.0 ± 
0.02 al momento de detectarse la neumonfa 
clfnica. Este tftulo se mantuvo en el segundo 

muesteo realizado 15 dras despues. Estos 
ani males fueron negativos a la presencia de 
anticuerpos anticitotoxina en el primer 
muestreo y 15 dras despues presentaron se
roconversi6n (P < 0.05). Los trtulos de anti
cuerpos anticitotoxina alcanzados por este 
grupo en este momento, fueron supE:riores a 
los registrados en el grupo inmunizado. 

EI inmun6geno evaluado fue inocuo, debido 
a la ausencia de reacciones clfnicas postva
cunales. Es importante serialar que el ario 
en que se lIev6 a cabo la evaluaci6n del in
mun6geno (1990) fue considerado por algu
nos clfnicos de la zona como muy benefico, 
dada la escasa mortalidad que se present6 
en la mayorfa de los rebanos (comunicaci6n 
personal). En estudios colaterales sobre 
mortalidad en corderos, que se realizaron 
en la zona (resultados aun sin publicar). se 
menciona tambien baja mortalidad en los re
banos evaluados (comunicaci6n personal). 
A esto se atribuye la escasa presentaci6n de 
cuadros neum6nicos y mortalidad en las ex
plotaciones donde se evalu6 el inmun6geno 
y quiza a esto tambien se pueda atribuir la 
ausencia de diferencias en animales enfer
mos entre grupos. En un trabajo realizado 
por Pedroso (22) en terneros, donde se eva
lu6 un inmun6geno de P. multocida a nivel 
campo, enfermaron de neumonfa el 8%. 

Cuadra 1. Tftulos de anticuerpos (1092) anticapsula y anticitotoxina' contra Pasteurella haemolytice. 
en la evaluaci6n en camoo de un inmun6qeno en corderos. 

Anticapsula Anticitotoxina 
Dras O. 15 O. 15 

Sin Inmunizar 1.1Oa 1.36a 1.108 2.40b 

Inmunizados l.30a 3.74b 1.608 3.24b 

Enfermos* 2.00a 2.00a 0.008 4.50b 

* EI dra 0 corresponde al dia de la inmunizaci6n, excepto para el grupo de enfermos, en los cuales correspon
de al dia en que se detectaron con neumonia cllnica. 
a.b: Literales diferentes en renglones y tipo de anticuerpos indican diferencia significativa (P < 0.05). 
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Los animates que presentaron neumonia 
nica en el presente trabajo, pertenecfan a un 
s610 rebario. Este rebario era e! que mayor 
grado de hacinamiento mostraba (1.2 ani
males por metro cuadrado) con el ciasico 
manejo de ia zona, de pastoreo diurno con 
encierro nocturno de traspatio, en instala
ciones parcial mente techadas. Las otras 
cuatro exp!otaciones lIevaban a cabo e! otro 
sistema caracteristico de la zona, pastoreo 
diurno con encierra nocturono en ei monte 
en instalaciones rusticas, sin techo y cor; 
ci&r(() grada de hacinamiePio 
mente 1.5 animates per metro cuadrado, 

En un trabajo tealizado en MeXico en i3, 

que se evaiuaron un nUmer;:., mayo: de e.:>'· 
plotaciones en la misrna ;cona, se ouservo 
un comportamiento similar, donde lOS pro
blemas. respirawrios Sb prasentaran cor 
mayor frecuencia en explotaciones en las 
que S8 lIevaba a cabo el pastoreo diurno 
COli encierra nocturno de traspatio. Con res
pecto a los tftulos de anticuerpos anticitoto~ 
xina en animaies que mostraron neUmOnl8 
clinica, destaca un detalle interesante y que 
se refiere a la ausenc!a de estos anticuerpos 
al n;Jomento de ser detectada la neumonia y 
la seraconversi6n marcada al segundo 
muestreo; este hecho apoya en primer lugar 
la teorfa de que la neumonfa era causada. 
par P. haemolytica y en segundo lugar la im
portancia que podrfa estar jugando la citoto
xina en la patogenesis de la enfermedad, 
debido a que en algunos trabajos se ha de
mostrado que los tftulos bajos contra la leu
cotoxina se traducen como baja resistencia 
al.dano pulmonar (23, 24, 25). En otro traba
jo, realizado par Jericho (26) se observ6 
una pratecci6n aceptable al inocular un so
brenadante de cultivo rico en citotoxina en 
forma combinada con P. haemolytica inaetl
vada con formalina sin el uso de adyuvan
tes. EI efecto protector observado, quizas 
no se debe a la citotoxina de P. haemolytica 
exclusivamente, ya que en el sobrenadante 
utilizado, por su praceso de elaboraci6n, es
tan contenidos otras antfgenos solubles que 

podrran estar jugando un pape! importante 
en la protecci6n conferida a los animales. 
Entre estos antfgenos se encuentran extrac· 
tos solubles capsulares, la citotoxina y otros 
productos del metabollsmo de la bacteria 
(17,27,28). 

Por atro lado, tambien es evidente una sera
conversion a la citotoxina en animales no tn

munizados. 10 que padrra sugerir el contac
tJ de los animales con otras serotipos de 
CB.rrlDO de P haemofvtice,' esta hipotesis S6 

basa en que no exlste seraconversion en los 
de antif.'uerpos anticapsUla especff; 

cos para el serotipo A 1 Y que todos los se
rotipos de asta bacteria producen leucorox,· 
na de caracterlsticas similares. 

La vacunaci6n con bacterias vivas par diver
sas VIas, ha demostrado su eficacia al desa
fro con p. haemolytica y aun contra ia expo
sici6n vIral y desafio bacteriano en forma 
combinada (16. 29, 30). 

Los tftulos de anticuerpos anticapsula altos 
no siempre han side sin6nimo de pratec
ci6n. En algunos trabajos (31, 32) se ha ob
servado este fen6.."eno. En este aspecto ca
be senaiar que 10:" mecanismos inmunes 
contra P. haemolytica son complejos e in
cluyen entre otras: la inmunidad mediada 
par celulas (33, 34), la presencia de IgA en 
secreciones que impide la multiplicaci6n y 
colonizaci6n de la bacteria en las mucosas 
(23,35), la opsonizaci6n por anticuerpos es
pec1ficos conferida por IgG e IgM, las cuales 
pueden estar en concentraciones altas en 
los alveolos (35, 36). Otro mecanisme im
portante es el sistema del complemento que 
se encuentra a nivel serico y local (34). EI Ul
timo mecanisme de importancia es la pre
sencia de anticuerpos neutralizantes de la 
citotoxina en suera y secreciones bron
quioalveolares, 10 que confiere cierta pratec
ci6n a las celulas fagocrticas (23, 34). 
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En conclusi6n, los resultados obtenidos en 
el presente estudio, demuestran por un lado 
la inmunogenicidad de P. haemolytica, ya 
que se observa despues de su inoculaci6n 
seroconversi6n con trtulos de anticuerpos 
anticapsula y anticitotoxina. Par otro lado, 
su inoculaci6n en animales sanos resulta 
inocuo basado en la ausencia de reacciones 
postvacunales. 

Por ultimo la citotoxina de P. haemolytica 
podrfa participar de manera determinante en 
la patogenesis y en la prevenci6n de la en
fermedad. Este argumento se basa en la re
laci6n encontrada entre la ausencia de anti
cuerpos contra esta leucotoxina en anima
les enfermos y la seroconversi6n importante 
en animales expuestos al desafio natural; sin 
embargo, se requiere de hacer mas estu
dios al respecto. 

SUMMARY 

The purpose of this work was to evaluate the efficacy 
and inocuity of a live Pasteurella haemolytica immuno
gen in sheep in the field. The study was conducted in 
five farms located in the Ajusco area, D.F. Ninety six 
lambs were subcutaneously immunized with a live cul
ture of P. haemolytica. Eighty one lambs were sham
inoculated and remained as the control group. Before 
and after immunization anticapsule and anticytotoxin 
antibodies to P. haemolytica were evaluated. Clinico
pathological follow up was also conducted with the 
lambs until weaning. Anticapsule and anticytotoxin an
tibody titers showed seroconversion to the immuniza
tion (p <0.05). When five animals developed pneumo
nia, 4 in the control group (4.9% and only one (1%) in 
the vaccinated group. 

Serum samples were taken for serological analysis 
when the animals presented clinical pneumonia and 
15 days later results revealed that pneumonic animals 
were seronegative to anti cytotoxin antibodies and that 
15 days later presented a titer higher that in the vacci
nated animals. These results suggest that the infection 
was caused by P. haemolytica and that its cytotoxin 
played an important role in the disease. It can also be 
considered that the protection induced by the P. hae
molytica immunization was capable of reducing pneu
monia in lambs. Lastly, the inocuity of the immunogen 
was demonstrated by the absence of post-vaccination 
reactions. 

Key Words: Pasteurella haemolytica, Immunogen Eva
luation. Lambs. 
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