Memorias cientificas originales

Evaluacién experimental de un inmunégeno de
Pasteurella haemolytica en corderos

Resumen

Se evalué el efecto de lainoculacién de corderos con
bacterias vivas y citotoxina de Pasteurella haemolytica al
desafio. Se utilizaron 40 corderos distribuidosal azaren
4 grupos. Al grupo 1 (lote testigo) se le inoculd, por via
subcutinea, sélo medio de cultivo; el grupo 2 fue
inmunizado con un cultivovivo de P. haemolyticaserotipo
Al por via subcutinea; el grupo 3 recibié el mismo
inmunégeno por via intradérmica y el grupo 4 con
citotoxina de P. haemolytica por via subcutinea mas
adyuvante completo de Freund. Los animales fueron
expuestos al virus de PI3 y desafiados una semana
después con una cepa de campo de P. haemolytica Al.
Fueron sacrificados para la evaluacién del dano
pulmonar. Los animales decl grupo testigo mostraron
fiebre después dcl desafio bacteriano. Los titulos de
anticuerpos anticiapsula y anticitotoxina fueron mas
altos para los grupos inmunizados, comparados con el
grupo testigo (P<0.05). Laslesiones en pulmén fueron
mas severas para el grupo testigo (P <0.05), sin diferen-
cia significativa entre las diversas vias de inmunizacion.
Segtin los resultados obtenidos, se puede considerar
que la proteccidn conferida por lainmunizacioén con P.
haemolytica asi como con citotoxina, es eficiente para
reducir en forma considerable las lesiones pulmonares
ocasionadas por esta bacteria experimentalmente. Asi-
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mismo, se demostré la inocuidad de los inmunégenos
por ausencia de reacciones posvacunales.

Introduccion

El efecto de las neumonias en animales domésticos es
de suma importancia, ya que afectan directamente al
proceso productivo de las explotaciones comerciales.

Pasteurella haemolytica es un agente que comiinmente
se asocia a problemas neumoénicos de rumiantes.? Se
han reconocido por hemoaglutinacién indirecta, 15 se-
rotipos de acuerdo a antigenos capsulares solubles.**
Esta bacteria produce en fase logaritmica de crecimien-
to una sustancia soluble que es toxica para macrofagos
y leucocitos de rumiantes.>'* ?** Se menciona qué
factores predisponentes desempefan una funcién de-
terminante en el desarrollo de la enfermedad, por
ejemplo: las condicionesambientalesadversasy lamala
alimentacién pueden favorecer la presentacion del
complejo respiratorio.!

También se ha demostrado la participacién de agen-
tes primarios de tipo viral (adenovirus, virus respirato-
rio sincitial, parainfluenza 3, entre otros) capaces de
iniciar el complejo neumonico; sin embargo, el meca-
nismo de cémo actiian atin no se define satisfactoria-
mente.'® %

El uso de bacterinas se va desechando dia con dia,
pues no han tenido efecto en la prevencion del proble-
ma. Evidencias clinicas muestran que animales bac-
terinizados han desarrollado una neumonia més severa
al desafio, comparado con los animales no bacteri-
nizados.®

En laactualidad se ha desarrollado una diversidad de
inmunégenos para prevenir la neumonia por P. hae-
molytica, con resultados aparentemente satisfactorios
en algunos casos.’

Los inmunégenosa base de bacterias vivas de cultivos
de 6 horas son los que han dado resultados més satisfac-
torios. Se argumenta que este tipo de bioldgicos son
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eficaces porque los cultivos jovenes producen mis
material inmunogénico (material capsular, citotoxina
yotros carbohidratos no muy bien definidos). También
la replicacion del agente en el sitio de la inoculacién
favorece la estimulacién de los mecanismos inmuno-
l6gicos mediados por células.’

El objetivo de este trabajo fue evaluar, a nivel experi-
mental, el efecto de la inoculacién en corderos con
bacterias vivas y sobrenadante de cultivo de Pasteurella

haemolyticasobre la presentacién de neumonias al desa-
fio.

Material y métodos

Animales. Se utilizaron 40 corderos de aproximada-
mente dos meses de edad clinicamente sanos. A todos
se les tomd6 muestra de sangre y suero para la determi-
nacién de titulos de anticuerpos anticipsula y antici-
totoxina contra P. haemolytica.

Inmunégenos. Se utilizé un cultivo de 6 horas de
P. haemolytica serotipo Al aislado de pulmén neuménico
de ovino, suspendida en solucién salina amortiguada
(SSA) a concentracién de 1 x 10° UFC de paquete
celular libre de citotoxina. También se prepard un
inmundgeno a base de citotoxina de P. haemolytica,
obtenida enfase de crecimiento logaritmico, concentra-
da 10X porliofilizacién y titulada por medio del ensayo
visual simple.'!

Disefio experimental. Los animales se asignaron al
azar en cuatro grupos de 10 animales cada uno. El
grupo 1 (testigo) recibié como inéculo medio de culti-
vo estéril. Los animales de los grupos 2 y 3 fueron
inmunizados, por via subcutinea e intradérmica res-
pectivamente, con 2 ml de P. haemolyticaviva en cultivo
de 6 horas. Elgrupo 4 fue inmunizado utilizando como

antigeno 2 ml de la citotoxina de P. haemolytica, suspen-
dida en adyuvante completo de Freund (ACF) por via
subcutinea. Cada grupo se dividié en subgrupos de 5
animales; los subgrupos fueron sometidos a condicio-
nes adversas de alojamiento, a la exposicién viral y
desafio bacteriano. Las condiciones adversas se refe-
rian a ciimulos de excretas y orina (humedad), asi
como hacinamiento de 1 animal por metro,? sin venti-
lacién. El alojamiento de los otros subgrupos no pre-
sentaba el cimulo de excretas; elgrado de hacinamiento
era de 2 m? por animal, con buena ventilacién.

La exposicion viral tuvo lugar el dia 21 posin-
munizaciény el desafio bacteriano el dia 28. Losanima-
les fueron sacrificados el dia 35 para su evaluacién post
mortem (Cuadro 1).

El diseno estadistico que se usé para las variables
anticuerpos anticiapsula, anticitotoxina, contra el virus
de PI3, temperatura y frecuencia respiratoria fue uno
completamente al azar con arreglo factorial, anidado
con rompimiento en tiempo con dos factoresy diferen-
tes niveles para cada factor. El modelo matemitico
quedé de la siguiente forma:

Yijklm = p + Ti + Aj + TAij + Ik (TAij) + D1+ TDil + ADjl
+ Eijklm

donde: t= Media general
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento
Aj = Efecto del j-ésimo alojamiento
TAij = Efecto debido a la interaccién trat. x aloj.
Ik (TAij)= Efecto debido al animal anidado en el trat.
x aloj.
Dl = Efecto del I-ésimo dia de muestreo
TDil = Efecto de la interaccién trat. x dia de
muestreo
ADjl = Efecto de la interaccién ambiente x dia de
muestreo

Cuadro 1
PROTOCOLO DE INMUNIZACION Y DESAFIO DE Pasteurella haemolytica EN CORDEROS
Dia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
10 corderos 10 corderos 10 corderos 10 corderos
0 Testigo
inoculado Inoculado Inoculado Inoculado
con solucién con Ph Al Con Ph Al con citox
salina mas ACF
vias/c via s/c viai/d vias/c
21 Exposicién con el virus PI3 aerolizado en todos los grupos y cambio a condiciones adversas solamente a los
subgrupos*
28 Desafio con Pasteurella haemolytica serotipo Al a todos los grupos y cambio a condiciones adversas solamente a los
subgrupos
35 Sacrificio de animales para la evaluacién del dafio pulmonar

s/c: Subcutinea

i/d: Intradérmica

Ph Al: Pasteurella haemolytica serotipo A-1
ACF: Adyuvante completo de Freund

* Cada grupo fue dividido a su vez en subgrupos de 5 animales para evaluar el efecto de someter a los corderos a condiciones adversas de alojamiento
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Eijklm = Error aleatorio

El disenio para la evaluacion del dafio pulmonar fue
similar pero sin la anidacién y el rompi-
miento en tiempo, quedando el modelo de
la siguiente manera:

Yijk = p + Ti + Aj + TAi{j + Ejjk

donde: p= Media general
Yijk = Dafio pulmonar en mg
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento
Aj = Efecto del j-ésimo alojamiento
TAij = Efectodelainteraccién tratamientox aloja-
miento
Eijk = Error aleatorio

La exposicion viral se realizé en una ciamara de
aerosoles y el desafio bacteriano por via intratraqueal.
Los cambios a condiciones de alojamiento adversas se
llevaron a cabo en un lapso no mayor de tres horas. Por
animal se utilizaron 6 ml de suspension viral, la cual
contenia una dosis de 1 X 107 TCID,,/ml. Por otra
parte, la dosis bacteriana usada fue de 2.5 ml de una
suspension de P. haemolyticaa concentracion de 1 x 10°
UFC por animal. '

Examen clinico. Durante todo el periodo de evalua-
cion, a todos los animales se les tomé la temperatura
corporal por via rectal diariamente por la mafiana, asi
como su estado clinico general, evaluado mediante la
frecuencia respiratoria y tipo de movimientos respira-
torios.

Evaluacién macroscépica. Para evaluar cuantitati-
vamente el dafio pulmonar en todos los grupos, se
esquematizé en papel la extensién de las lesiones en
pulmoén parasu evaluacion por peso. El criterio tomado
fue que las lesiones mas extensas ocuparian mds espa-
cio en los diagramas de papel, porlo que al recortar las
areas dibujadasy pesarlas, el peso del papel seria mayer
en las lesiones mas severas.

Estudios serolégicos. Antes y durante el periodo
experimental o al momento de la muerte natural o
sacrificio de los animales, se tomaron muestras séricas
para determinar titulos de anticuerpos anticipsula y
anticitotoxina de P. haemolytica.

Examen bacteriolégico. Se tomaron muestras en con-
diciones de esterilidad para intentar recuperar la cepa
de desafio o de otros agentes involucrados en el com-
plejorespiratorio. El aislamiento e identificacion de los

agentes aislados se realizé por métodos convenciona-
les.®®

Examen histopatolégico. Se tomaron muestrasrepre-
sentativas de pulmén de losanimales almomento de su
muerte osacrificio, las cuales fueron fijadas en formalina
amortiguada al 10% y se incluyeron en parafina. Fue-

ron procesadasy teniidas con la técnica de hematoxilina-
eosina para su evaluacién microscopica.”

Ensayo simple visual para la determinacién de an-
ticuerpos anticitotoxina de Pasteurella haemolytica. La
prueba consistié en hacer diluciones dobles de cada
suero a probar. Realizada la dilucién de suero, se
agregd citotoxina de P. haemolytica ® y se incub6 10
minutos a temperatura ambiente; enseguida, se anadi6é
una suspensién de leucocitos de sangre periférica de
bovino obtenidos por choque hipoténico y se incubd
una hora a 37 C.

Al finalizar este periodo, las placas se centrifugaron a
500 G por 5 minutos; a cada pozo se le adiciond
formalina amortignada al 10%, y se incubd 30 minutos
a temperatura ambiente. Las placas fueron tefiidas con
una solucién de cristal violeta al 1.0%."! Un fondo azul
en los pozos indicaba la presencia de células teiiidas;
por lo tanto, un resultado positivo a la existencia de
anticuerpos que fueron capaces de neutralizar la
citotoxina de P. haemolytica.?®

Prueba de hemoaglutinacién indirecta para la deter-
minacién de anticuerpos anticapsula de Pasteurella
haemolytica. Se realizaron diluciones dobles con cada
suero a probar con SSA. Se adicionaron los eritrocitos
sensibilizados con P. haemolytica del serotipo a probary
se incubd por dos horasa 37 C. Al finalizar este periodo
se realizé la lectura de las placas.®

Resultados

El factor alojamiento no mostrd efecto en las varia-
bles estudiadas, excepto para la variable frecuencia
respiratoria.

Temperatura. Al dia siguiente de laaplicacion de los
inéculos, se observé en promediounincrementoligero
de temperatura en los grupos, salvo en el grupo testigo;
dicho incremento bajé gradualmente hasta valores
normales tres dias. La temperatura promedio mds alta
registrada durante el experimento fue 40.02+£1.0C, se
presenté al dia siguiente del desafio bacteriano y s6lo
ocurrid en el grupo testigo, mostrando diferencia signi-
ficativa (P < 0.05) con respecto a los demads grupos
(Figura 1).

Titulos de anticuerpos anticipsula. En general, los
titulos de anticuerpos fueron transformadosalogaritmo
base 2 (log,) para su mejor evaluacion.

Se observd una diferencia significativa (P < 0.025)
conrespectoa tiempoy paralainteraccién tratamiento
por tiempo. Esta diferencia para el tiempo se hizo
notoria en la primera semana posinmunizacion de los
diferentes inmunogenos, donde los grupos 2, 3y 4
mostraron una seroconversion importante, compara-
dos con el grupo testigo, existiendo una diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (Figura 2).

Es importante sefialar que hubo una seroconversién
en el grupo testigo poco después del desafio experi-
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Figura 1. Temperatura corporal de corderos en la evaluacién de un inmunégeno de Pasteurella haemolytica en corderos
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Figura 2. Titulos de anticuerpos anticipsula de Pasteurella haemolytica en la evaluacién de un inmunégeno en corderos
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Figura 3. Titulos de anticuerpos anticitotoxina de Pasteurella haemolytica en 1a evaluacion de un inmunégeno en corderos

mental con P. haemolytica, alcanzando un titulo prome-
dio de 3.81 +1.053. Elvalor de r! para esta variable fue
de 66.6.

Titulos de anticuerpos anticitotoxina. Hubo diferen-
cia estadistica significativa (P < 0.05) para el tiempo,
entre tratamientos y para la interacciéon tratamiento
por tiempo. En la Figura 3 se observa que el grupo 4,
inoculado con la citotoxina de P. haemolytica mas ACF,
obtuvolarespuestamasalta. Losgruposinoculados con
la bacteria por diferentes vias se comportaron de forma
similar; el grupo testigo fue el que presento los titulos
mas bajos con seroconversion importante después del
desafio con P. haemolytica.

Frecuencia respiratoria. Hubo diferencia para aloja-
miento, tiempoy para tratamientos (P <0.05),1a cual se
present6 al momento que los animales fueron someti-
dosa condiciones adversas de alojamiento. También se
observ6 un incremento en la frecuencia respiratoria en
el grupo testigo dos dias posteriores al desafio
bacteriano, con respecto a los grupos inmunizados
(Figura 4). Los subgrupos sometidos a condiciones
adversas de alojamiento tuvieron en promedio una
frecuencia respiratoria mayor, comparada con los

subgrupos que estaban en condiciones favorables de
alojamiento (Figura 4a).

Evaluacién del dafio pulmonar. En la Figura 5 se
presentan en forma esquematizada las lesiones encon-
tradas a nivel pulmonar en todos los grupos y en la
Figura 6 los promedios del grado de lesién representa-
do por el peso del papel expresado en miligramos para
los mismos grupos. Las lesiones mds severas se observa-
ron en el grupo testigo. A pesar de la marcada despro-
porcién, elgrupo testigo fue diferente significativamente
(P <0.05) delos grupos 3y 4, pero igual al grupo 2. Los
grupos inmunizados fueron estadisticamente similares
entre si (P > 0.05). El valor de r! para esta variable fue
de 23.7.

Examen histopatolégico. En términos generales, las
lesiones histopatologicas fueron de intensidad mode-
rada a leve para los cuatro grupos. Las lesiones mas
evidentes se observaron en el grupo testige. No se
contaba con un método cuantitativo confiable para la
evaluacion de estas lesiones; por ende, s6lo se mencio-
nan las que se observaron con mayor frecuencia: Con-
gestién, distencién de septos interlobulillares por in-
filtracién de células inflamatorias entremezcladas con
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Figura 4. Frecuencia respiratoria de corderos mostrando el efecto del cambio a condiciones adversas de alojamiento
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Figura 4a. Frecuencia respiratoria de corderos en la evaluacién de un inmunégeno de Pasteurella haemolytica en corderos

fibrina, pleuritis, infiltracién mononuclear intersticial
y células fusiformes con arreglo arremolinado. Otras
lesiones observadas con menor frecuencia fueron:
Edema, sincitios, hemorragias subpleurales y aumento
relativo del tejido linfoide asociado a bronquios.

Examen bacteriolégico. S6lo en un animal del grupo
testigo se logré el aislamiento de P. haemolytica serotipo
Al a partir del pulmén. Conviene sefialar que este
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aislamiento se realiz6 10 dias después del desafio
bacteriano.

Discusion

Elaumento de temperatura posinmunizacién puede
ser considerada como normal, ya que se ha demostrado
quelaaplicacién de ciertosinmunégenos desencadena
reacciones posvacunales que se caracterizan basicamen-
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Figura 5. Lesiones pulmonares en la evaluacién de un inmunégeno de Pasteurella haemolytica en corderos

te por aumento de temperatura.”'*® Se sefiala que este
aumento no alcanzé valores considerados como febri-
les. Los inmunégenos usados en este trabajo redujeron
en forma notoria la elevacién de temperatura sub-
secuente al desafio con P. haemolytica, 1o que puede
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indicar cierto grado de proteccién al dafio ocasionado

por esta bacteria.

Laslesiones menos severas se observaron en el grupo
inoculado con la citotoxina més ACF. En un trabajo
realizado por Jericho et al.,'” se observd una proteccién
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Figura 6. Evaluacién del daiio pulmonar por el peso de las impresiones en papel
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aceptable al inocular un sobrenadante de cultivo pre-
parado de forma similar al utilizado en el presente
trabajo. Sin embargo, en el trabajo de Jericho et al.'” el
sobrenadante fue inoculado en forma combinada con
P. haemolytica inactivada con formalina, sin el uso de
adyuvantes.

El efecto protector observado quizi no se debe a la
citotoxinade P. haemolytica exclusivamente, yaqueenel
sobrenadante utilizado, por su proceso de elaboracién,
estin contenidos otros antigenos solubles que podrian
desempeniar una funcién importante en la proteccién
conferida a los animales.?%3% % En [a actualidad, en la
mayor parte de los trabajos de investigacion se destaca
laimportancia de la citotoxina de P. haemolytica, ya que
la presencia de anticuerpos contra este compuesto
reduce de manera notoria el dafio pulmonar al desa-
fio.412.25.81

Enlamayor parte de los estudios donde se evalilan las
bacterinas, éstas confieren escasa proteccién y en algu-
nos casos acentiian el danio pulmonar al desafio.® 1%

Los titulos de anticuerpos anticipsula altos no siem-
pre han sido sinénimo de proteccién; en algunos traba-
Jjos'®*7 se ha observado este fenémeno. Es importante
senalar que los mecanismos inmunes contra P. haemo-
lytica son complejos e incluyen, entre otros: La inmuni-
dad mediada por células, la presencia de IgA en se-
creciones, la opsonizacién por anticuerpos especificos
conferida por IgG, IgM e IgE, los niveles de comple-
mento presentes a nivel sérico y local. Por dltimo, se
considera importante la presencia de anticuerpos neu-
tralizantes de la citotoxina en suero y secreciones
bronquioalveolares.* 1% 2 2. 34.35.36 Ep este trabajo, se
observé una relacién directa con los titulos de anti-
cuerpos anticdpsula y anticitotoxina de P. haemolytica
con elgrado de proteccién conferida por los diferentes
inmunégenos. Laviaintradérmica podria considerarse
la mejor, a pesar de no existir diferencia significativa
con respecto a la via subcutinea; sin embargo, no fue
posible evaluar otros mecanismos de inmunidad que
pudiesen manifestar la inmunidad celular, que teérica-
mente es inducida por esta via.

Las condiciones de alojamiento, con las que se tratd
de someter a los animales a estrés por hacinamiento e
irritacién por el ciimulo de excretas y orina, no tuvie-
ron el efecto deseado ya que no hubo diferencias en las
variables estudiadas, excepto para la de frecuencia
respiratoria que invariablemente se mostr6 aumenta-
da. Es probable que el efecto deseado no se alcanzara
porque no fue suficiente el hacinamientoyla irritacién
causada para mantener en estrés constante a los anima-
les; ademas, no se contaba con un método eficiente
para medir el estrés en los animales.

Elaislamiento de la cepa de desafio en un soloanimal
puede deberse a que los intentos de aislamiento se
realizaron hasta el sacrificio de los animales. Ya habian
transcurrido 10 dias desde que se realizd el desafio
bacteriano, tiempo suficiente para efectuarse la remo-
cién y destruccién de las bacterias por parte de los
mecanismos inmunolégicos del animal. En México, a
pesar de todos estos estudios, el uso de bacterinas se
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realiza de manera rutinaria en explotaciones comercia-
les de ovinos y bovinos. Afortunadamente, en forma
experimental ya se han realizado los primeros esfuerzos
por evaluar otro tipo de inmunégenos, donde destacan
el uso de bacterias vivas y de sobrenadantes de cultivo
para conferir proteccién a los animales con resultados
aparentemente satisfactorios.!® 1624

En conclusién, los inmunégenos utilizados fueron
inocuos para los animales, con base en la ausencia de
reacciones posvacunales de consideracién. Se observé
una relacién directa entre titulos de anticuerpos
anticipsulay anticitotoxina con el grado de proteccién
al desafio experimental con P. haemolytica.

La inmunizacién disminuyé el dafio pulmonar al
desafio experimental con P. haemolytica, asi como las
manifestaciones clinicas en los animales.

La citotoxina de P. haemolytica podria participar de
manera determinante en la patogénesis de la enferme-
dad, pues fue el inmunégeno que redujo en forma mas
notoria la presentacién del dafio pulmonar al desafio.

Abstract

This study was conducted to evaluate the protective
effect of live Pasteurella haemolytica and its leucotoxin
on lambs upon challenge. Forty lambs were used and
randomly distributed in four groups. Group one was
the controlgroup, receiving subcutaneously onlygrowth
media. Group two was subcutaneously immunized with
a live culture of P. haemolytica Al. Group three was
intradermically immunized with a live culture of P.
haemolytica. Group four received P. haemolytica leuco-
toxin, which was subcutaneously administered with
complete Freund’s adjuvant. All animals were exposed
with PI-3 virus and then challenged with a field strain of
P. haemolytica Al, and subsequently slaughtered to
evaluate pulmonary lesions. Control lambs presented
fever after the bacterial challenge. Anticapsule and
antileukotoxin antibody titrers were higher in all
immunized groups compared with the control group
(P < 0.05). Pulmonary lesions were more severe in the
control group (P < 0.05), but there was no significant
differenceamong the immunized groups. These results
show that the protection confered with live P. haemolytica
vaccine or its leucotoxin is satisfactory to protect lambs
against pulmonary lesions produced experimentally
by the P. haemolytica challenge. Furthermore, ino-
cuity of the immunogens used in the presentstudy due
to the absence of postvacunal reactions, was demons-
trated.
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