Efecto de la inmunizacion pasiva sobre la reaccion
de Shwartzman en el pulmdn del conejo empleando
lipopolisacarido de Pasteurella haemolytica*

Resumen

La reaccion local de Shwartzman (RS) puede inducirse en
pulmén del conejo, empleando lipopolisacarido (LPS) de
Pasteurella haemolytica. Se ha considerado que las lesiones
provocadas por este fenémeno reflejan, al menos en parte,
aquellas que se reconocen en casos naturales de pasteurelosis
(PN) en el ganado. En este estudio se examind la influencia
de la inmunidad pasiva en el desarrollo de las lesiones
pulmonares provocadas por la RS. Se emplearon dos grupos
de conejos, el primer grupo recibio, por via subcutanea, 4 ml
de suero hiperinmune de conejo, preparado contra la cepa de
P. haemolytica 82-25. El titulo de este suero contra el LPS de
la bacteria fue de 1:2560, determinado por la prueba de
hemoaglutinacion pasiva. El segundo grupo no recibié suero
hiperinmune, sino solucién salina fisiologica (SSF).
Veinticuatro horas después, los grupos fueron subdivididos.
La RS se provoco inoculando por via endotraqueal 50 g del
LPS de la misma cepa de P. haemolytica y, 24 h mas tarde,
administrando 100 pg del mismo compuesto por via
endovenosa; a estos indculos se les denominé preparatorio y
desencadenante, respectivamente. Este procedimiento se
realiz6 tanto en animales inmunizados como no inmunizados.
Ademas, se incluyeron animales que recibieron solamente el
indculo preparatorio o el desencadenante. Todos los animales
fueron sacrificados a las 36 h posinoculacion; es decir, 60 h
después de la inmunizacion pasiva y de la administracion de
SSF. Se emplearon secciones del pulmoén derecho para
observar los cambios patologicos, mientras que el pulmén
izquierdo se empled para realizar lavados bronquioalveolares
(LBA)y
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determinar el nimero total de células y su conejo diferencial.
Las lesiones reconocidas en los pulmones de los animales
con RS fueron similares en severidad a las que se registraron
en los conejos que recibieron unicamente la inoculacion
endotraqueal del LPS. Los animales que recibieron la
inmunizacion pasiva presentaron una desproporcion en las
lesiones pulmonares; algunos mostraron lesiones discretas,
pero en otros, éstas fueron mucho mas severas que en los
animales no inmunizados. Estadisticamente, se identificaron
diferencias entre los animales inmunizados y los no
inmunizados en lo que concierne a numero total de células y
conteos diferenciales, siendo los valores mayores para los
conejos inmunizados. También pudo corroborarse que la
respuesta inflamatoria por via aerégena es mas intensa que la
generada por la via endovenosa y que, por lo tanto, la
inflamacion pulmonar que se provoca en la RS ocurre
primordialmente por el indculo endotraqueal. Ademas, la
respuesta inflamatoria inducida por la administracion
endotraqueal del LPS es la técnica que se potencializa
cuando los animales han recibido la inmunizacion pasiva.

Introduccién

Existen opiniones contrarias con respecto a la influencia de
la inmunizacion pasiva sobre el desarrollo de las
manifestaciones patologicas que caracterizan al estado de
endotoxemia; en algunos casos se ha demostrado un efecto
inhibitorio, mientras que en otros, no se ha reconocido
influencia alguna.***°?° Recientemente se ha intentado
inhibir la accion patologica de los LPS, mediante anticuerpos
dirigidos contra las citocinas mediadoras de los efectos
deletéreos.”

Los procedimientos anteriores se han empleado para evaluar
su accion sobre la RS, ya que esta es considerada como un
buen indicador de los efectos patologicos de las
endotoxinas.*”®® Recientemente se ha propuesto que la RS
inducida en el pulmén presenta lesiones similares a las que
ocurren naturalmente en la PN y que, par lo tanto, comparten
mecanismos patologicos similares.

En un modelo de pasteurelosis en el raton, se han referido
efectos protectores cuando se administran pasivamente
anticuerpos de bovino contra P. haemolytica.'’ Por otra
parte,
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Cuadro 1

DISENO EXPERIMENTAL
24 horas 0 horas 24 horas 36 horas
Inmunizacion Inoculacion Inoculacion sacrificio
pasiva* endotraqueal endovenosa
Grupo 1 No LPS P. haemolytica 1 ml SSF
50 pg/1.5 ml SSF
Grupo 2 No 1.5 ml SSF LPS P. haemolytica
100 pg/ 1 ml SSF
Grupo 3 No LPS P. haemolytica LPS P. haemolytica
50 pg/1.5 ml SSF 100 pg/l ml SSF
Grupo la Si LPS P. haemolytica 1 ml SSF
50 pg/1.5 ml SSF
Grupo 2a Si 1.5 ml SSF LPS P. haemolytica
100 pg/1ml SSF
Grupo 3a Si LPS P. haemolytica LPS P. haemolytica

50 pg/1.5 ml SSF

100 pg/1 ml SSF

se ha informado que anticuerpos monoclonales producidos
en raton contra el LPS de la bacteria, no muestran capacidad
bactericida mediada por complemento; empero, facilitan la
fagocitosis in vitro."” Recientemente se ha logrado éxito
cuando se administra suero hiperinmune de bovino
inmunizado con P. haemolytica viva a becerros privados de
calostro, previo a un desafio intrabronquial con la bacteria.'?
Con base en lo anterior, se ha realizado este experimento que
tuvo como objetivo valorar el efecto de la administracion de
un suero hiperinmune sobre la respuesta inflamatoria
generada por el LPS de P. haemolytica en el pulmén de
conejos mediante la RS.

Material y métodos
Animales

Al inicio del experimento, se emplearon 30 conejos Nueva
Zelanda,* machos, de 2.2 kg de peso. Los animales se
mantuvieron en condiciones convencionales con alimento
comercial y agua ad libitum.

Serologia

Previamente, se determiné en los conejos la presencia de
anticuerpos contra el LPS de P. haemolytica, mediante una
prueba de hemoaglutinacion pasiva con eritrocitos de
borrego adsorbidos con el LPS correspondiente.'**

*  Small Stock Industries, Pea Ridge, AR. USA.

**  Difco, Laboratories, Inc., Detroit, MI. USA.

*** §S-34 rotor, Sorvall Centrifuge, DuPont, Wilmington, DE. USA
Coleman Model 35, Spectrophotometer, Bacharach, Inc.,
Pittsburgh, PA. USA.

Difco Laboratories, Inc., Detroit, MI. USA.
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Lipopolisacarido

Se extrajo el LPS de una cepa de P. haemolytica tipo Al
denominada 82-25. El procedimiento se realiz6 empleando
una solucion compuesta por fenol, cloroformo y éter de
petroleo en proporcion 2:5:8, respectivamente.®

Antisuero

Para preparar la vacuna se us6 la cepa 82-25 de P.
haemolytica Al. La bacteria fue cultivada durante toda una
noche a 37°C en 10 placas de dextrosa almidon agar.** El
cultivo fue removido de las placas y suspendido en 50 ml de
una solucion salina 0.85 % con 0.3 formalina para
mantenerlo toda una noche a temperatura ambiente. Las
células  bacterianas muertas se sedimentaron  por
centrifugacion a 5900 xg*** por 5 min y luego se volvieron
a suspender en una solucion salina con formalina, similar a la
anterior. Las células se lavaron una vez més vy
subsecuentemente se ajustd su concentracion a 1.0 x 10"
UFC/ml, empleando un espectrometro calibrado a 600 nm.
Para preparar la vacuna se emplearon 16 ml de adyuvante
incompleto de Freund, depositados en un tubo de 50 ml
mantenido en agitacion en hielo. Luego se afiadieron 15 ml
de solucién salina con formalina y 1.0 ml de las células de P.
haemolytica (1.0 x 10" UFC/ml) para emulsificarse por
sonificacion durante 1 min en hielo. La concentracion final
fue de 3.1 x 10® UFC/ml de vacuna.

Se vacunaron dos conejos machos de 2.5 kg con 3.2 ml del
bioldgico, siguiendo el procedimiento recomendado en la
literatura.! Posteriormente, se obtuvo el suero de estos
animales cuyo titulo contra el LPS de P. haemolytica cepa
81-25 fue de 1:2560, determinado mediante la prueba de
hemoaglutinacion pasiva.'*



Inmunizacién pasiva

$e aplicaron 4 ml del suero hiperinmune por via subcutanea a
15 conejos; los restantes recibieron SSF.

Inoculacion del LPS

Veinticuatro horas después de que los animales recibieron
suero hiperinmune o SSF, se establecieron 6 grupos. Tres
ellos correspondieron a los animales inmunizados
pasivamente y los otros tres a los que no se inmunizaron. La
RS se provocod inoculando por via endotraqueal 50 pg del
LPS de la misma cepa de P. haemolytica y, 24 h mas tarde,
administrando 100 pg del mismo compuesto por via
endovenosa; a estos indculos se les denominé preparatorios y
desencadenantes, respectivamente. Este procedimiento se
realizé tanto en animales inmunizados como no inmunizados.
Ademas, se incluyeron animales que so6lo recibieron el
inéculo  preparatorio o el desencadenante. Los
procedimientos de la inoculacién preparatoria y
desencadenante se han descrito con anterioridad.' En el
cuadro 1 se presenta el disefio experimental.

Necropsia y recolecciéon de las muestras

Todos los animales fueron sacrificados a las 36 h
posinoculacion; es decir, 60 h después de la inmunizacion y
de la administracion de SSF. Las particularidades del
procedimiento ya han sido descritas, lo mismo que el manejo
de las muestras para los procedimientos histolégicos.'®

Lavados bronquioalveolares

El procedimiento de los LBA y el manejo de las muestras
también se ha descrito con anterioridad.'®

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los LBA concernientes al total
de células, macrofagos, polimorfonucleares (PMN),
linfocitos y monocitos, fueron comparados entre los
diferentes grupos mediante el analisis de varianza con un
disefio completamente al azar.'” Subsecuentemente, cuando
se demostraron diferencias entre los grupos, se realizd una
comparacion mediante contrastes, '/ confrontando primero
los grupos inmunizados contra los no inmunizados y luego,
grupos que recibieron el LPS por diferentes vias, sin importar
que fueran inmunizados o no.

Cuadro 2
PLANEACION DE LOS CONTRASTES REALIZADOS
ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS, PARA CADA
UNO DE LOS VALORES OBTENIDOS DE LOS LBA

Contraste Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo la Grupo2a Grupo3a
1 1 1 1 -1 -1 -1
2 1 -1 0 1 -1 0
3 1 0 -1 1 0 -1
4 0 1 -1 0 1 -1
5 1 0 0 -1 0 0

Como puede apreciarse en el Cuadro 2, en el contraste 1 se
compard el efecto de la inmunizacion pasiva. En el contraste
2 se compard el efecto de la administracion endotraqueal del
LPS contra la endovenosa, incluyendo a los conejos
inmunizados como a los no inmunizados.

El contraste 3 se compard la administracién endotraqueal del
LPS contra la endotraqueal seguida de la endovenosa (RS),
tanto en los conejos inmunizados como en los no
inmunizados. En el contraste 4 se comparo la administracion
endovenosa del LPS contra la endotraqueal seguida de la
endovenosa (RS), incluyendo a los conejos inmunizados y a
los no inmunizados. Finalmente, en el contraste 5 se compar6
la administraciéon del LPS por la ruta endotraqueal en los
animales inmunizados contra el mismo procedimiento de
desafio en los animales no inmunizados. Para estas
comparaciones se utilizaron los valores T (Totales).

Resultados

Serologia

Mediante la prueba de hemoaglutinacion pasiva se determin6
que los animales de todos los grupos resultaron negativos al
LPS de la cepa 82-25 de P. haemolytica.

Patologia

Los conejos del grupo 1 que recibieron LPS de P.
haemolytica por via endotraqueal y luego, 24 h mas tarde,
SSF por via endovenosa, presentaron cambios macroscopicos
en sus pulmones, caracterizados por falta de colapso y
pequeias areas de consolidacion rojo-grisaceas. Cambios
similares a los anteriores se apreciaron en los animales del
grupo la, quienes recibieron el LPS por la misma via, empero
24 h antes fueron inmunizados pasivamente. No obstante,
vale sefialar que algunos de estos animales presentaron
lesiones hemorragicas mas intensas en sus pulmones.
Microscopicamente se aprecid, tanto en los animales del
grupo 1 como del grupo la, congestion en septos alveolares
con infiltraciéon de numerosos PMN. En la mayoria de los
bronquiolos y alveolos se observd un edema rico en proteina,
acompafiado de numerosos PMN. En las zonas de
consolidacion se observé necrosis, hemorragias y un exudado
serofibrinoso, también con numerosos PMN (Figuras 1y 2).
En los pulmones de los animales del grupo 2, que recibieron
SSF por via endotraqueal y posteriormente LPS por via
endovenosa, se aprecio, macroscopicamente,
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Figura 1. Pulmén. Se presenta un area de extensa
consolidacion con areas de necrosis. Conejo
perteneciente al grupo 1. H & E, 100x.

congestion y falta de colapso. Microscopicamente se observo
edema intersticial y, en algunas areas, alveolar.

Los PMN se encontraron infiltrando los septos y sélo
ocasionalmente la luz alveolar. Estos cambios fueron
similares para el grupo 2a.

Los animales de los grupos 3 y 3a que recibieron el LPS,
primero por via endotraqueal y luego endovenosa,
presentaron lesiones macroscopicas 'y microscopicas
similares a las de los grupos 1 y la; sin embargo, las
hemorragias fueron més notorias y la presencia de un
exudado alveolar serofibrinoso fue mdas consistente.
Asimismo, las lesiones vasculares fueron mas evidentes,
reconociéndose vasculitis y trombosis (Figuras 3 y 4).

Lavados bronquioalveolares

Los analisis de varianza demostraron que hay diferencias
entre los grupos, cuando se compara el nimero total de
células (P < 0.005), macrofagos (P < 0.05), PMN (P <
0.005), linfocitos (P < 0.005) y monocitos (P < 0.005). En el
Cuadro 3 se presenta el conjunto de dates. A partir de lo
anterior, se busco el origen de estas diferencias mediante los
contrastes previamente planeados (Cuadro 2). Los resultados
obtenidos se describen a continuacion.

de consolidacion y necrosis. Conejo perteneciente al grupo 3. 160x.
(Ledrum Acid Picro-Mallory).
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Figura 1. Pulmon. Se muestra una zona de extensa
consolidacion con necrosis. También se observa un
exudado serofibrinoso el alveolos. Animal
incluido en el grupo 1*. H & E, 160x.

En lo concerniente al niimero total de células, el contraste 1,
para comparar el efecto de la inmunizacion pasiva en los tres
grupos que fueron inmunizados contra los otros tres que no
lo fueron, demostrd que los primeros tuvieron valores
realmente mayores; sin embargo, | diferencias mas
significativas se reconocieron en los contrastes 2 y 3, en
donde se demuestra que la inoculacién endotraqueal (sin
importar que los animales fueran o no inmunizados) es mas
flogistica que las otras. En cambio, en el contraste 4 no se
reconoce diferencia entre inoculacion endovenosa y la
endotraqueal seguida de 1 endovenosa (RS). Finalmente, el
contraste 5 demuestra que la inoculacioén endotraqueal puede
exacerbarse significativamente cuando los animales reciben
una inmunizacion pasiva. En el Cuadro 4 se presentan los
procedimientos.

Respecto de los valores de macrofagos alveolares, contraste
1, para comparar el efecto de la inmunizacion pasiva en los
tres grupos que fueron inmunizados contra los otros tres que
no lo fueron, fue el tnico que demostrd diferencia. En este
caso, los animales inmunizado aportaron valores mayores
que los no inmunizados. El

Figura 4. Se muestra

se aprecia necrosis y hemorragia. Se sefiala un pequeflo vaso
sanguineo con vasculitis y trombosis. Conejo incluido en el
grupo 3a. H & E, 400x.




Cuadro 5 muestra los procedimientos correspondientes. el
caso de los PMN se demostr6d que no existié diferencia entre
los grupos inmunizados y los no inmunizados (contraste 1).
Las diferencias se presentaron cuando se compard la ruta de
inoculacion endotraqueal contra la endovenosa y contra la

endotraqueal seguida de la endovenosa (RS), en los
contrastes 2 y 3, respectivamente, sin importar que los
animales fueran o no inmunizados. En cambio, no hubo
diferencia cuando se comparé la inoculacion endovenosa
contra la endotraqueal seguida

Cuadro 3
PRESENTACION DE LOS VALORES: TOTAL DE CELULAS, MACROFAGOS, PMN, LINFOCITOS Y MONOCITOS

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1* Grupo 2* Grupo 3*
Total de células 9,700.00 5,600.00 7,000.00 15,300.00 7,600.00 7,500.00 T

970.00 560.00 700.00 1,530.00 760.00 750.00 M

53343 96.60 402.76 794.49 271.62 84.98 DE
Macréfagos 5,136.00 4,072.00 4,730.00 7,054.00 6,538.00 5,936.00

513.60 407.20 473.00 705.40 653.80 593.60

256.96 163.17 218.82 220.30 229.56 74.60
PMN 4,103.00 1,237.00 1,996.00 6,888.00 713.00 1,273.00

410.30 123.70 199.60 688.80 71.30 127.30

296.17 138.80 173.49 561.92 38.78 49.72
Linfocitos 172.00 92.00 77.00 445.00 125.00 105.00

17.20 9.20 7.70 44.50 12.50 10.50

14.71 5.45 6.23 31.02 35.61 6.41
Monocitos 348.00 219.00 233.00 1,068.00 311.00 223.00

34.80 21.90 23.30 106.80 31.10 22.30

17.71 8.41 14.84 86.98 26.54 12.22

T: Total; M: Media; DE; Desviacion estandar. Los valores han sido estimados por ml.

Cuadro 4

COMPARACION DE LOS VALORES: TOTAL DE CELULAS, MEDIANTE CONTRASTES OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES GRUPOS

O=Xciyi i’ SS(0)=0° / rZci2 SS(0)/s’ F Ft
Cl -8,100 10 (6) 1,093,500 1,093,500/MSE 5.61% > 4.96 (1/10 gl; a 0.05)
C2 11,800 10 (4) 3,481,000 3,481,000/MSE 17.87%% > 12.83 (1/10 gl; & 0.005)
C3 10,500 10 (4) 2,756,250 2,756,250/MSE 14.15%% > 12.83 (1/10 gl; a 0.005)
C4 -1,300 10 (4) 42,250 42,250/MSE 0.21 < 3.29 (1/10 gl; & 0.01)
(o] -5,600 10 (2) 1,568,000 1,568,000/MSE 8.05%% > 6.94 (1/10 gl; a 0.025)

~ Los valores r corresponden a 10 en todos los contrastes empleados porque se realizaron dos estimaciones, tanto del nimero total de células como de los conteos
diferenciales, de cada una de las muestras obtenidas de los LBA. Un procedimiento similar se realizo en el experimento previamente referido.'®

Cuadro 5

COMPARACION DE LOS VALORES: MACROFAGOS ALVEOLARES, MEDIANTE CONTRASTES OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES GRUPOS

Q=Xciyi i’ SS(0)=0" / rZci2 SS(Q)/s’ F Ft
Cl 5,590 10 (6) 520,801.66 520,801.66/MSE 12.63*%% > 10.04 (1/10 gl; o 0.01)
2 1,580 10 (4) 62,410.00 62,410.00/MSE 1.50 < 3.29 (1/10 gl; @ 0.10)
C3 1,524 10 (4) 58,064.40 58,064.40/MSE 1.40 < 3.29 (1/10 gl; a 0.10)
c4 56 10 (4) 78.40 78.40/MSE 0.00 < 3.29 (1/10 gl; a 0.10)
C5 1,918 10 (2) 183,936.20 183,936.20/MSE 4.46 < 4.96 (1/10 gl; 0 0.05)
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Cuadro 6

COMPARACION DE LOS VALORES: POLIMORFONUCLEARES, MEDIANTE CONTRASTES OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES GRUPOS

O=Sciyi el SS(0)=Q’ / r¥ci2 SS(0)/s F Ft
Cl 1,538 10 (6) 39,424.06 39,424.06 /MSE 0.51 < 3.29(1/10 gl; & 0.10)
c2 9,041 10 (4) 2,043,492.02 2,043,492.02/MSE ~ 26.83** > 12.83 (1/10 gl; a 0.005)
c3 7,722 10 (4) 1,490,732.10 1490,732.10/MSE  19.57%* > 12.83 (1/10 gl; a 0.005)
c4 1319 10 (4) 43,494.02 43,494.02 /MSE 0.57 < 3.29 (1/10 gl; & 0.10)
cs 2,785 102) 387,811.25 387,811.25 /MSE 5.09% > 4.96 (1/10 gl; a 0.05)

de la endovenosa (contraste 4). Finalmente, la inoculacion
endotraqueal es capaz de exacerbarse cuando previamente se
inmuniza a los animales (contraste 5). Los datos respectivos
se presentan en el Cuadro 6.

Cuando se analizaron los valores de linfocitos, el contraste 1,
para comparar el efecto de la inmunizacion pasiva en los tres
grupos que fueron inmunizados contra los otras tres que no lo
fueron, demostré alta significancia. Lo mismo sucedi6 en los
contrastes 2 y 3 en donde se comparé la ruta de
administracion endotraqueal del LPS contra la ruta
endovenosa y contra la endotraqueal seguida de la
endovenosa (RS), respectivamente. En estos contrastes se
demostré que la ruta endotraqueal es la que provoca una
respuesta inflamatoria mas intensa, sin importar que los
animales fueron o no inmunizados. En cambio, el contraste 4
no demostrd diferencias entre la ruta endovenosa y la
endotraqueal seguida de la endovenosa. Finalmente, en el
contraste 5 se confirma que la ruta endotraqueal puede
generar una respuesta mayor cuando los animales han sido
previamente inmunizados. En el caso de los monocitos los
valores de significancia encontrados en los contrastes fueron
similares. Los procedimientos se detallan en los Cuadros 7 y
8, respectivamente.

Discusion

Los anticuerpos contra los LPS bacterianos tienen una
relevante participacion en las infecciones por bacterias
Gram-negativas; por esta razon, la terapia con anticuerpos se
ha considerado como un posible recurso para el tratamiento
del estado de endotoxemia y choque séptico en humanos.'®

Desafortunadamente, atin no se establecen categéricamente
sus efectos protectores.zo Inclusive, existe debate entre la
utilidad practica de disefiar anticuerpos altamente especificos
dirigidos contra la region hipervariable O del LPS o producir
anticuerpos capaces de reaccionar de manera amplia contra
estructuras  filogenéticamente  conservadas de la
macromolécula, como el nicleo y el lipido A."

Se ha considerado al LPS de P. haemolytica como el factor
de virulencia mas importante en el desarrollo de la severa
bronconeumonia fibrinopurulenta que caracteriza a la
pasteurelosis neumoénica del ganado."” Recientemente, se ha
informado de un modelo experimental en el conejo en el cual
se emplea LPS de P. haemolytica para provocar una RS en el
pulmén.'® Ahora, este modelo se ha reproducido incluyendo
como variable la administracion previa de suero
hiperinmune, para conocer sus efectos en el desarrollo de la
inflamacion pulmonar.

En el presente experimento se demostr6 que la
administracion previa de suero hiperinmune no redujo la
intensidad de las lesiones ni tampoco la afluencia de células
inflamatorias en los alvéolos, ante un desafio con el LPS de
P. haemolytica por cualquiera de las vias empleadas.

Esta aseveracion se fundamenta tanto en las observaciones
histolégicas como en el analisis estadistico de los valores de
las células recuperadas mediante LBA. Lo anterior concuerda
con otras investigaciones en las que se refiere que la
inmunizacion pasiva no disminuye los efectos patologicos de
las endotoxinas,*>*° asimismo con un estudio en ovinos en el
que se demostrd que la inmunizacién pasiva no reduce los
efectos patologicos de un desafio con P. haemolytica

Cuadro 7

COMPARACION DE LOS VALORES: LINFOCITOS, MEDIANTES CONTRASTES OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES GRUPOS

O=Zciyi i’ SS(Q)=0° / rXci2 SS(Q)/s’ F Ft
Cl 334 10 (6) 1,859.26 1,859.26 /MSE 8.42%* > 6.94 (1/10 gl; a 0.25)
C2 400 10 (4) 4,000.00 4,000.00 /MSE 18.12%% > 12.83 (1/10 gl; @ 0.05)
C3 435 10 (4) 4,730.62 4,730.62 /MSE 21.43%% > 12.83 (1/10 gl; @ 0.05)
C4 35 10 (4) 30.62 30.62 /MSE 0.13 < 3.29 (1/10 gl; o 0.10)
(o] 273 10 (2) 3,762.45 3,762.45 /MSE 16.88** > 12.83 (1/10 gl; a 0.005)
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Cuadro 8
COMPARACION DE LOS VALORES: MONOCITOS, MEDIANTES CONTRASTES OBTENIDOS DE LOS DIFERENTES GRUPOS

O=Zciyi i’ SS(Q)=0’ / rXci2 SS(Q)/s’ F Ft
Cl 802 10 (6) 10,720.06 10,720.06 /MSE 7.12%% > 6.94 (1/10 gl; o 0.025)
2 886 10 (4) 19,624.90 19,624.90 /MSE 13.04%*% > 12.83 (1/10 gl; a 0.005)
C3 960 10 (4) 23,040.00 23,040.00 /MSE 1531%% > 12.83 (1/10 gl; & 0005)
C4 74 10 (4) 136.90 136.90 /MSE 0.09 < 3.29 (1/10 gl; o 0.10)
(o] =720 10 (2) 25,920.00 25,920.00 /MSE 17.23%% > 12.83 (1/10 gl; a 0.005)

administrada por aerosol.'® En un informe reciente en el que
se describen efectos favorables mediante el uso de suero
hiperinmune en becerros privados de calostro, debe
destacarse que el inmundgeno utilizado para producir el
suero hiperinmune fue P. haemolytica viva."> En cambio,
cuando se utilizaron como inmundgenos el sobrenadante del
cultivo y el LPS de la bacteria, los sueros hiperinmunes
correspondientes demostraron una capacidad de proteccion
minima o nula.'” Estas observaciones también son
compatibles con los resultados del presente experimento
porque el suero hiperinmune que aqui se utilizé se obtuvo de
la inmunizacién con una bacterina convencional y, por ende,
tuvo un titulo elevado contra el LPS de la bacteria.

Con base en lo anterior puede afirmarse que los anticuerpos
producidos mediante procedimientos de inmunizacion
rutinarios, utilizando bacterinas convencionales de P.
haemolytica, no ofrecen proteccion cuando se utilizan para
proveer de un estado de inmunidad pasiva contra las
neumonias causadas por esta bacteria. Por el contrario, en
este experimento la respuesta inflamatoria y el dafio
pulmonar fueron mas intensos en los animales que recibieron
el suero hiperinmune. Al respecto, existen informes en los
que se destaca la presentacion de una respuesta inflamatoria
desfavorable cuando los bovinos son inmunizados con
bacterinas convencionales y luego se someten a un desafio
con P. haemolytica, a pesar de que se logra inducir una
intensa respuesta inmune humoral.>"'

Por otra parte, las lesiones que aqui se produjeron son
similares a las referidas en un experimento anterior, en donde
se describe la histopatologia de la reaccion de Shwartzman
en el pulmoén;'® empero, también son parecidas a las que se
describen en modelos de inflamacion pulmonar mediados por
complejos inmunes.**' Es probable que la razon de estas
similitudes, a pesar de las evidentes diferencias en los
mecanismos patolégicos para generar el dafio pulmonar,
estribe en que, al igual que en otros tejidos, el pulmén
responde de manera estereotipada ante el insulto y no
permite discernir el origen de un fendémeno inflamatorio
agudo.

En este experimento se advierte que la respuesta inflamatoria
generada por la administracion endotraqueal del LPS, es la
que contribuye mayormente a generar la respuesta
inflamatoria pulmonar, en tanto que la contribucion flogistica
de la subsecuente administracion endovenosa en el desarrollo
de la RS es menor. Esta situacion ya habia sido reconocida
en el experimento anterior,'® en donde se sefiala que la

administraciéon endovenosa de LPS produce un secuestro
masivo de PMN en los capilares pulmonares y que por esto
se recuperan menos células de los LBA.'®

El presente trabajo confirma la utilidad del conejo para el
estudio de la respuesta inflamatoria pulmonar con LPS de P.
haemolytica, 1o que a su vez confirma también la relevancia
de este factor de virulencia en la patogenia.

Abstract

The local Shwartzman reaction (SR) can be induced in the
lungs of rabbits with Pasteurella haemolytica (type Al)
lipopolysaccharide (LPS). Lesions resemble, in part, those
seen in pneumonic pasteurellosis of cattle. In this study, the
effect of antibodies on the intensity of the SR was examined
in rabbits. One group was passively immunized with 4 ml of
antiserum obtained from rabbits immunized with a whole-
cell bacterin (P. haemolytica strain 82-25, IHA titre to strain
82-25 LPS was 1:2560). The other group was not
immunized. At 24 h post-immunization (PI) rabbits in both
groups were subdivided. The SR was induced in both,
immunized and non-immunized rabbits by injecting a 50 Ng
preparatory dose of LPS intratracheally (IT), followed 24 h
later (48h PI) by a 100 Ng provocative dose of LPS
intravenously (IV). Control groups received LPS IT/pyrogen
free saline (PFS) IV or PFS IT/LPS IV. At 12 h after IV
inoculation (60 h PI), all rabbits were euthanized and
exsanguinated. Sections of the right lung were taken to
determine histopathological changes and the left lung was
lavaged (bronchoalveolar lavages [BAL]) to determine total
and differential cell counts. The histopathological changes
seen in the SR were similar to those seen in rabbits that
received LPS IT/PFS 1V, indicating that lesions were
primarily in response to IT LPS inoculation. Passive
immunization of rabbits resulted in a variable inflammatory
response to the LPS; some rabbits had mild lung lesions, but
others had more severe lesions than non-immunized rabbits.
There were also differences in the total and differential BAL
cell counts between immunized and non-immunized rabbits.
The passive immunized groups had higher cell counts. It can
be concluded that, IT LPS inoculation was more
inflammatory than IV LPS and IT LPS/IV LPS (SR) in either
passively or non-immunized rabbits and that passive
immunization exacerbates the lung inflammatory response.
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