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RESUMEN

En el present= trabajo se evalu¢ la eficacia e inocuidad en campo de un inmunogeno a base de bacterias vivas de
Pasteurella haema!yfrca en corderos. Esta evaluacidn se realizé en cinco explotac ones de ‘a zona del Ajusco, Mé-
xico D.F, Se inmunizaron 96 corderos con un cultivo vive de P. haemolytica por via subcuténea y quedaron 81 cor-
deros sin inmunizar como grupo control. Antes y después de la inmunizacién se determinaron anticuerpos anti-
cépsula y anticitotoxina de P, haemolytica. También se realizd un estudic clinico patolégice en ios corderos hasta
el destete, Les corderos inmunizados desarrollaron titulos de anticuerpos anticapsula y anticitotoxina {p <0.05).
En el grupo control enfermaron de neumonia clinica cuatro animales (4.9%) y del grupo vacunado un animal
(1.0%). Al momento que se detectaron los corderos con neumonia clinica y 15 dias después, se tom6 muestra de
suero para andlisis seroiégico. Los datos de este anélisis revelaron que los corderos al momento de detectarse
clinicamente enfermos eran negativos a la presenma de anticuerpos anticitotoxina y 15 dfas después rnostraban
una seroconversién ain mas alta que en animales vacuriados. Estes resuitados indican, por un lado que la infec-
cién era causada por P. haemolytica y por otro lade que la citotoxina de esta bacteria esta jugando un papsl de-
terminante en la patogénesis de la enfermedad. También se podria considerar que fa proteccidn conferida por la
inmunizacion con P. haemolytica es capaz de reducir os cuadros neumanicos en corderos, aungue se requieren
més estudios al respecto, Por ultlmo _se demostréd la inocuidad del inmundgeno por la ausencia de reacciones
posvacunales,
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Las neumonias son consideradas de suma ros asociada a neumonfas puede rebasar el
importancia en los animales domésticos de-  20%; el mayor porcentaje de mortalidad por
bido a que afectan directamente al proceso  problemas neumdnicos se acentla entre los
productivo de las explotaciones, ocasionan-  dos y tres meses de edad de los corderos
do pérdidas economicas cuantiosas (1, 2).  (3,4,5,6).

Se ha determinado que la muerte de corde-

Pasteurella haemolytica es un agente que
cominmente se asocia a problemas neumo-
nicos de rumiantes (7). Se han reconocido,
por hemoaglutinacién indirecta, 15 serotipos
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ca para macrofagos y leucocitos en general
(10, 11). Esta leucotoxina o citotoxina es
producida por los diferentes serotipos cap-
sulares de P. haemolytica, presenta las mis-
mas caracteristicas en todos ellos, por lo
cual, se ha considerado que la inmunizacién
con ésta, puede conferir proteccién contra
la actividad téxica, independientemente del
serotipa gue se encuentre involucrado en la
neumonfa {12).

La citotoxina puede jugar un papei determi-
nante en la patogénesis de la enfermedad
por el efecto negativo que ejerce sobre los
principales mecanismos de defensa del pul-
mén, especiaimente sobre ios macréfagos
alveolares y neutréfilos, ocasionando inhibi-
cién de su capacidad fagocitica, de la res-
puasta inmune subsecuente y de ia induc-
cion de inflamaciéon como consecuencia de
la lisis de estas células (10, 13, 14, 15).

En la actualidad se han desarrollado en
oiros paises, una diversidad de inmunoge-
nos para prevenir la neumonia causada por
P. haemolytica con resultados satisfactorios
en algunos casos. Estos inmundgenos va-
rfan en cuanto a la via de inoculacion, adyu-
vantes utilizados, tipo de antigenos (vivos,
muertos, extractos) y masa antigénica (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 clinicas
muestran que animales bacterinizados han
desarrollado una neumonia mas severa al
desaffo comparado con los animales no
bacterinizados (17).

Los inmunogenos a base de bacterias vivas
de cuitivos de 6 horas son los que han dado
resultados mas satisfactorios, argumentan-
dose que este tipo de bioldgicos son efica-
ces debido a que los cultivos jovenes pro-
ducen mas material inmunogeénico entre el
que se encuentra material capsular, protei-
nas de membrana, citotoxina y otros carbo-
hidratos no muy bien definidos. También la
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replicacién del agente en el sitio de la inocu-
lacién favorece la estimulacion de los meca-
nismos inmunolégicos mediados por células
(16).

En México, 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-
pos contenidos en las mismas o si son los
adecuados para su utilizacion en la region
geografica donde van a ser aplicados.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar a
nivel campo, la efectividad e inocuidad de
un inmunageno de Pasteurella haemolytica,
as{ como el comportamiento de ios titulos
séricos de anticuerpos anticapsuia y antici-
totoxina de P. haemolytica a la nmunizacion
y el efecto de esta sobre ia presentacion de
neumonias en animales inmunizados y no
inmunizados hasta el destete.

Para elaborar el inmunégeno se cultivd por
6 horas Pasteurella haemolytica serotipo A1
aislado de pulmén neuménico de ovino en
medio liquido de infusibn cerebro corazén
(BH!) a 37C. Después de este periodo las
bacterias se cosecharon después de ser la-
vadas tres veces por centrifugacioén a 3000
xg Yy el paquete celular fue resuspendido en
solucion salina amom%uada (8SA) a una
concentraciéon de 1 x 107 unidades formado-
ras de colonia de paquete celular libre de ci-
totoxina por mi.

Para la evaluacion del inmunégeno se requi-
rié de productores voluntarios que permitie-
sen la inmunizacién de sus animales con el
inmunégeno. Se trabaj6é con cinco explota-
ciones ovinas localizadas en la zona del
Ajusco, México D.F. El total de corderos en
los cinco rebafios fue de 177, los cuales se
distribuyeron al azar en dos grupos: inmuni-
zados 91 y sin inmunizar 86. Cabe hacer_
mencién que en cada rebafo existian apro-
ximadamente la mitad de corderos inmuni-
zados y la otra mitad sin inmunizar. Se apli-
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caron 2.0 ml del inmundgeno por via subcu-
tanea a corderos entre 1 y 2 meses de edad.
Se realizaron visitas diarias por la mafiana
hasta el destete para detectar animales con
neumonia clinica.

Antes y 15 dias después de la aplicacién del
inmunégeno se tomaron muestras de suero
para determinar titulos de anticuerpos anti-
capsula y anticitotoxina de P. haemolytica,
utitizando las técnicas de hemoaglutinacién
indirecta y una prueba de inhibicién de la ci-
totoxina denominada ensayo visual simple.
También se tomaron muestras de los corde-
ros que clinicamente manifestaron cuadro
neuménico.

Se realizé una prueba visual simple para de-
terminar anticuerpos anticitotoxina de P.
haemolytica. Esta prueba se fundamenta en
la capacidad que tiene el suero para neutra-
lizar la citotoxina de P. haemolytica, utilizan-
do com células "blanco’ leucocitos de san-
gre periférica de bovino obtenidas mediante
choque hipoténico de sangre completa (20).
La prueba consistid en hacer diluciones al
doble de 50 u! de cada uno de los sueros a
probar con SSA en una placa de microtitula-
cién de 96 pozos. Realizada la dilucidon de
suero, se agregaron 50 ul de la citotoxina de
P. haemolytica obtenida en fase logaritmica
de crecimiento bacteriano previa titulacién
(14) y se incubd 10 minutos a temperatura
ambiente, enseguida se afadieron 100 ul de
la suspension de leucocitos a una concen-
tracion de 1 x 107 y se incubd una hora a
37C. al finalizar este periodo, las placas se
centrifugaron a 500 xg por 5 minutos, a ca-
da pozo se le adiciond formalina amortigua-
da al 10%, y fue incubada 30 minutos a tem-
peratura ambiente. Posteriormente, fueron
_tefidas las placas con una solucién de cris-
tal violeta al 1.0% durante 5 minutos, lavan-
dose finalmente estas con agua corriente
(21). Si era observado un fondo azul en los
pozos indicaba la presencia de células tefii-
das y por lo tanto un resultado positivo a la
existencia de anticuerpos que fueron capa-
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ces de neutralizar la citotoxina de P. hae-
molytica. Un fondo claro indicaba ausencia
de anticuerpos, por lo que la citotoxina que-
daba libre ejerciendo su efecto de lisis sobre
las células "blanco", eliminando el substrato
celular a tefiir. Para cada ensayo se utiliza-
ron sueros controles positivos y negativos
comao referencia.

Se realizd una prueba de hemoaglutinacién
indirecta para determinar la presencia en
suero de anticuerpos anticapsula de P. hae-
molytica. Se realizaron diluciones al doble
de cada uno de los sueros a probar con
SSA en placas de microtitulacién de fondo
en "U" de 96 pozos. Se adicionaron eritroci-
tos "sensibilizados" con P. haemolytica y se
incubd por dos horas a 37C. Al finalizar este
periodo se realiz6 una primera lectura y se
incubaron las placas durante toda la noche
a temperatura ambiente para realizar poste-
riormente una segunda lectura de las placas
para la ratificacion de los resultados (8). La
sensibilizacion de los eritrocitos se llevé a
cabo mediante la técnica descrita por Frank
y Wessman (8).

Se realizaron visitas diarias a las explotacio-
nes, con el fin de detectar animales que pre-
sentaran cuadro clinico de neumonia. En es-
ta evaluacién se detectaban signos de dis-
nea, frecuencia re. .ratoria, anorexia y se
complementaba la observacién cuando se
observaba alguno de estos signos, con la
toma de temperatura por via rectal y la fre-
cuencia cardiaca.

La diferencia entre medias de los estudios
serolégicos se llevd a cabo mediante una
prueba de t de Student y las diferencias de
animales enfermos entre ambos grupos fue-
ron analizadas mediante una prueba de x*.

Durante este periodo que comprendio des-
de la aplicacion del inmundgeno (aproxima-
damente a los 2 meses de edad de los cor-
deros) hasta el destete, enfermaron de neu-
monia clinica cinco animales. Estos anima-



les pertenecian a una sola explotacién. Por  muesteo realizado 15 dfas después. Estos
tratarse de explotaciones comerciales los  animales fueron negativos a la presencia de
animales detectados enfermos reciblan tra-  anticuerpos anticitotoxina en el primer
tamiento a base de quimioterapéuticos. De  muestreo y 15 dlas después presentaron se-
los cinco animales que enfermaron, cuatro  roconversidn (P <0.05). Los titulos de anti-
pertenecian al grupo control (4/86) y uno al  cuerpos anticitotoxina alcanzados por este
grupo inmunizado (1/91) no existiendo dife-  grupo en este momento, fueron superiores a

rencia estadistica entre ambos grupos  los registrados en el grupo inmunizado.
(p>0.05). Todos los corderos se recupera-
ron por lo que fue imposible realizar estu-

dios complementarios de patologia y bacte-  El inmunégeno evaluado fue inocuo, debido
riologia, pero si se realizaron pruebas sero-  a la ausencia de reacciones clinicas postva-
légicas. cunales. Es importante sefialar que el afio

en que se llevé a cabo la evaluacién del in-
En el Cuadro 1, se muestran los promedios  mundgeno (1990) fue considerado por algu-
de los titulos de anticuerpos anticdpsula y  nos clinicos de la zona como muy benéfico,
anticitotoxina de P. haemolytica encontra-  dada la escasa mortalidad que se presentd
dos en animales de los grupos inmunizados,  en la mayorfa de los rebafios (comunicacién
enfermos y controles. Como puede obser-  personal). En estudios colaterales sobre
varse, los animales inmunizados mostraron  mortalidad en corderos, que se realizaron
seroconversion en ambos titulos compara-  en la zona (resultados auln sin publicar), se
dos con el grupo control (P <0.05). Ef valor  menciona también baja mortalidad en los re-
obtenido en el segundo muestreo para el bafios evaluados (comunicacion personal).
grupo inmunizado fue de 3.24 + 1.2 y de A esto se atribuye la escasa presentacion de
3.74 = 1.35 para anticuerpos anticdpsula y  cuadros neumonicos y mortalidad en las ex-
anticitotoxina respectivamente y para el gru-  plotaciones donde se evalué el inmunégeno
pocontrolde 1.36 + 1.11y2.4 + 1.18. y quiza a esto también se pueda atribuir la

ausencia de diferencias en animales enfer-
En el grupo de animales enfermos, el titulo ~ mMos entre grupos. En un trabajo realizado
de anticuerpos anticapsula fue de 2.0 +  por Pedroso (22) en terneros, donde se eva-
0.02 al momento de detectarse la neumonia  lud un inmunégeno de P. multocida a nivel

clinica. Este tftulo se mantuvo en el segundo  campo, enfermaron de neumonia el 8%.

Cuadro 1. Titulos de anticuerpos (logg) anticapsula y anticitotoxina contra Pasteurella haemoiytica

en la evaluacién en gampa de un inmunégeno en corderos.

Anticapsula Anticitotoxina
Dias O+ 15 Ox 15
Sin Inmunizar 110 136 1.10° 2.40°
Inmunizados 1.30% 3.74® 1.60% 3.24°
Enfermos* 2.00% 2.00% 0.00° 4500

* El dia 0 corresponde al dia de la inmunizacién, excepto para el grupo de enfermos, en los cuales correspon-
de al dia en que se detectaron con neumonia clinica.
a b: Literales diferentes en renglones y tipo de anticuerpos indican diferencia significativa (P <0.05).
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Los animales gue presentaron neumonia cli-
nica en el presente trabajo, perienecian a un
sOlg rebanc. Este rebano era e que mayor
grade de hacinamiento mostraba (1.2 ani-
males por metro cuadrado) con el ciasico
manejo de la zona, de pastoreo diurno con
encierro nociurng de traspatio, en instala-
cicnes parcialmente techadas. Las ofras
cuatro expiotaciones levaban a cabo €l otre
sistema caracteristico de ia zona, pastoreo
diurno con enclerro nocturonc en e monte
en instalaciones rasticas, sin techo y con
cierto grads Jde hacinamienio aproximada-
mente 1.5 animales por metro cuadrado)

En un trabajo tealizado en Mexico (3}, en &
gque se evailaron un numers mayer de ax-
plotaciones en la misma zona, se observd
ur comportamienio simiiar, donde los pro-
blernas respiraiorios se praseniaron cor
mayor frecuencia en sxplotaciones er las
gue se llevaba a cabo ¢f pastorec diurnc
cor encierro nocturnoe de traspatic. Ton res-
pecio a ios titulos de anticuernes anticitoto-
Xing en animaies que mostraron neumoniz
clinica, destaca un detalie interesante y que
se refiere a la ausencia de estos anticuerpos
al momento de ser detectada ia neumonia v
la seroconversion marcada al segundo
muestreo; este hecho apoya en primer lugar
la teoria de que la neumonia era causada
por P. haemolytica y en segundc lugar la im-
portancia que podria estar jugando la citoto-
xina en la patogénesis de la enfermedad,
debido a que en algunos trabajos se ha de-
mostrado que los titulos bajos contra la leu-
cotoxina se traducen como baja resistencia
al dafo pulmonar (23, 24, 25). En otro traba-
jo. realizado por Jericho (26) se observd
una proteccién aceptable al inocular un so-
brenadante de cultivo rico en citotoxina en
forma combinada con P. haemolytica inacti-
vada con formalina sin el uso de adyuvan-
tes. El efecto protector observado, quizas
no se debe a la citotoxina de P. haemolytica
exclusivamente, ya que en el sobrenadante
utilizado, por su proceso de elaboracién, es-
tan contenidos otros antigenos solubles que
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podrian estar jugando un papel importante
en la proteccion conferida a los animales.
Entre estos antigenos se encuentran exirac-
tos solubles capsulares, ia citotoxina v otros
productos del metabotismo de ia bacteria
(17, 27, 28).

Por otro lado, también es evidente una sero-
conversion a la citotoxina en animales no in-
munizados, io que podria sugerir el contac-
1o de los animales con otros serctipos de
camns de P haemolyvlice. esta hipOtesis se
basa an gque no existe seroconversion en los
iftulos de anticuerpos anticapsuia especis
cas para ef serotipo A1 v que todos jos se-
rotipes de ésta bacteria producen leucotox-
na de caracteristicas similares.

La vacunacidn con bacterias vivas por diver-
sas Vias, ha demostrado su eficacia al desa-
fio con ¥. haemolytica y aun contra fa expo-
sicién virai y desafic bacteriano en forma
combinada (16. 29, 30}.

Log tituios de anticuerpos anticapsula aitos
no siempre han sido sinbnimo de protec-
cion. En algunos trabajos (31, 32) se ha ob-
servado este fendmeno. En este aspecto ca-
be sefiaiar que lus mecanismos inmunes
contra P. haemolytica son complejos e in-
cluyen entre otros: la inmunidad mediada
por células (33, 34), la presencia de IgA en
secreciones que impide la multiplicacion y
colonizacion de la bacteria en las mucosas
(23, 35), la opsonizacién por anticuerpos es-
pecfficos conferida por IgG e igM, las cuales
pueden estar en concentraciones altas en
los alveolos (35, 36). Otro mecanismo im-
portante es el sistema del complemento que
se encuentra a nivel sérico y local (34). El Gi-
timo mecanismo de importancia es fa pre-
sencia de anticuerpos neutralizantes de la
citotoxina en suero y secreciones bron-
quioalveolares, lo que confiere cierta protec-
ci6én a las células fagociticas (23, 34).



En conclusion, los resultados obtenidos en
el presente estudio, demuestran por un lado
la inmunogenicidad de P. haemolytica, ya
que se observa después de su inoculacion
seroconversion con titulos de anticuerpos
anticapsula y anticitotoxina. Por otro lado,
su inoculacion en animales sanos resulta
inocuo basado en la ausencia de reacciones
postvacunales.

Por litimo la citotoxina de P. haemolytica
podria participar de manera determinante en
la patogénesis y en la prevencién de la en-
fermedad. Este argumento se basa en la re-
lacion encontrada entre la ausencia de anti-
cuerpos contra esta leucotoxina en anima-
les enfermos y la seroconversion 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 hasmolyfica 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-
Fathological follow up was also conducted with the
ambs 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 anticytotoxin 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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