1:31, 4 a 360 dias.

Los resultados obtenidos son alagadores ya que la vacuna inactivada con un titule

de 107'0 D.L 50% o mas alto, perduran los anticuerpos hasta 360 dias a buen nive

Se sugiere la prueba de desafio para demostrar la eficacia en cuanto a inmunidad
celular dada por la vacuna. Cabe mencionar que la produccibn de este biolbgico e
bastante econ6mico, utilizable en campafas para el control del derriengue y cOn:
todas las ventajas que posee un producto inactivado en cuanto a su manejo.

No hubo ning@n animal vacunado o testigo muerto por derriengue durante el period

de la prueba.
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RESUMEN.

20 borregos divididos en 4 grupos fueron vacunados con diferentes dosis de

vacuna antirrabica, cepa V-319/Acatlén inactivada con B-propiolactona. El grupo 1

fué inoculado con un titulo antes de inactivar de 106‘0 D.L 50%/ml, el grupo 2 con

7.0
un titufip de 10 DL 50%/M1., el grupo 3 con 107-3 D.1 50%/ml. Y el grupo 4 fueron

controles. El adyuvante usando fué el FAS-16. Los animales fueron sangrados a los

0, 30, 60, 90, 180 y 360 dfas y mantenidos en una zona que frecuentemente se pre--

sentan casos de derriengue (Mocoché, Yucatén).

Un buen nivel de anticuerpos neutralizantes se encontraron a los 360 dfas en

.los animales vacunados con un titulo de 107‘0 D.L 50% 1 ml 107'5 D.L 50%/ml.

I con -
la dosis 10%-0 D.L 50%/m1.

a los 360 dias el titulo fué mucho mas bajo que con los

anteriores. Ningun animal muri6 de derriengue durante el periédo de observacién.

L externa,

OLOGICA COMPARATIVE PARA LA EVIDENCIA DE  INFECCION

ittaci EN UN HATO OVING DE MEXICO
GICAL INVESTIGATION OF A 3
riamvdia psittaci INFECTION.
. K

amentn de Bacteriologia.

FLOCK FROM MEXICO

Fac. Med. Vet., Zoot. LINAM.

RESLMEN.

Chiamvdia ({2.) psittaci ocurren en una
animaies qeconprenden una gran diversidad
OViINoS, uUna de las principales
enfermedades cauwsadas par zte mMICroOrganismo eg ﬁborta Eﬁxﬁm11§?
fvino (AL donde infeccilones subclinicas intestinales puedeh estar
involucrad Fara @valuar la presencia o ausencia de clamidias
un hato &n ico, .8 analizaron 50 suercs ovinos, 14 de Cmidéfﬂﬁ Y
de hembir . del hato ovine del Centro Ovino del Frograma
de Extensidn Agropecuaria de la Facultad de Medicina VYeterinaria vy
Zootec . LINAM, {hoy [EFIER), mediante tres diferentes meétodos
seroldglcos: fijacidn de comp lemento tECY S MU fFlUuorescencla
indirecta (IFI) e immunoblotting (immuncadsorcidn?.

Infecoian
amplia variedad de especies an
de procesos patolagic “ En

[RTROGLUCE TON.

debidoc a dos
desarrollo, v
Actualmente,
obligada: L.
hombre comc Dy
trachomatis), vy (2.
pero gue puede

SO0 de
su nico v

FAZCNES
pnor
existen

interés biolagico

caractersistico ciclo

entermedades gue causa en el homb
tres especies de esta bacteria intracelular
prieumonias, ambsz atectando al
@1 biotipo de ratdn de 4.
primordialments afecta animales.
hombre. g
Los antigenos

BSpRcie- y
comparten un
alicaolipida con un peso
Antigenos especiticos de especie ¥ SEF VAR
principalmente por epitopes de la proteina
misma que en L. psittact

aproximadamente 40 kDa (38-42 kDad.
Las inf anes clamidiales regularmente establecen una relacidn
balanceada hugsped-pardsito en sus huéspedes (reservorios) naturales.
1mismo, infsEcciones intestinales subclinicas conducen a la
reciaon intestinal prolongada de chlamydiae, lo cual es un factor
port la perpetuacidn v la manutencidn =sficiente de estas
dentro de | poblaciones
OV i NGs

las

trachomstis,
sped primario
pesittac: que
incluse atectar al

clamidiales
serovar-especificos.
antigeno coman de

han sido agrupados ©omo
Todos los miembtros (lel

arupo termoestable, de

moiscular menor & 10

qENero-,

Género
naturaleza
kilodaltons (kDal.
EHOn representados
principal de la membrana
tienpe un peso molecular de

=ittacy la bacteria se ha
: as membranas fetales de hembras
vdiae ha sido aislada de heces de borregas y

cidn existente entre los organismos placental y
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fecal permanece sin clarificar, tambien el
fecales en la epilidemiologia
se¢ han hecho en di 2L ar
morfologia de inclusiones,
immunoblotting, habiléndose demostrado
ambas.

En las ovelas infectadas
la infeccidn de AED. Fuede darse fiebre
aborta, pero ninguna obra
da hasta gue este se presenta.
probable que el AED té presente en
donde la incdustria ovina se ha desarrollado.
cavsa  de  aprosimadamente el “ de los incidentes de aborta
diagnosticados, vy es a la Ffecha la mds Frecuente etologia de
Fetépatias. En Méexico no existen previos casos de AED reportados: sin
embaragn, estudios preliminares recientes sugieren la presencia del
microorganismo.

La prusba diagndstica rutinaria para
en rumiantes domésticos se basa en  investigaciones seroldgicas
mediante la prueba de fijacidn de complemento . Otras técnicas como
la inmunofluorescencia indirecta, v mas recientemente meétodos
desarrollados como ELISA vy la prueba de immunoblotting pueden proveer
de prusbas mas especifil = para chlamydiae, y en el futuro permitir
la tipificacion sercldgica de infecciones clamidiales.

papel de cepas

progresos recientes
clamidiales mediante
indirecta =
entre

COmo
Sin embarqc
dichas cepas
inmunoFluorescencla
diversidad antigenica

el #

entre

clinicos evidente de
dias 2s de que
infeccidn es

¥isten signos
pers 1 6
oocurra el avidencia de
abser
la mavoria de los paises

En &l kKeino Unido es la

infecciones por . psittaci

Laboratorio
erinario en Weybridge, Inglaterra bajo el auspicio de la
Universidad Nacional Autdnoma de México.

2 ~agn utilizados 50 sueros provenientes de CEFIER, 14 de
cuales correspondian a corderos menares de 2 omg 5 de edad y 36 a
hembras . como sueros problema. Lomo cobtroles se usaron 4

a la pa abortiva AZ2 de L. psitiaci, 1 positiva

T23 Ce pEitts 1 suero negativo obtenido de
adn de ocal al bovino como conbtral
prueba de.referencia 0N
provenient tos gvinos britanicos, 8 de un
e aborto (Fane 3 vy 4 de un hato sin historia de

los

hato
aborto

dos cepas peittacis cepa

frieron
4 de inf =1 b N « ambas prolongadas

todas

de=
S 8N

sion de la FC, donde

pnsittaci propagada &n :

utilizo C°F comercial de
fiemolitico de IC i ]
o

CLENVES. 8T

Lria
b 2

1/40%6 v del antigeno 1/2 a 1/128 {(a partir de una dilucidn inicial
1/1&), de acuerdo al procedimiento estdndar establecidoe en el Depto.
de Virologia del Lab. Central Vet. en Inglaterra para el certificado
de exportacidn de ovinos, caprinos y bovinos. El valer de corte para
considerar un suero como positive indicador de infeccidn por
chlanydiae se determind en 1/3Z de acuerdo a los lineamientos
Reino Unido.

Inmunofluorescencia indirecta. Esta se llevo a cabo sobre
portacbjetos recubiertos de tefldn de 15 pozos en monoestratos de
células L-929 (en medio M199 suplementado de suero fetal bovina,
aminpdcidos esenciales y antihidticos) previamente infectados con 0.
peittaci cepas AZZ y T23. Be utilizd un conjugado de isotiocianato de.
fluoresceina comercial de burro anti-Igh ovino en una dilucidn 1/40
al gue se le adiciond azul de Evans con contrastante en una
concentracidn final de 0.054 y se centrifugd a &500 rpm por 5
Los sueros se probaron en diluciones dobles de 174 a 1/32048.
Finalmente, los portaobjetos fuereon examinados en un microscopio de
luz ultravioleta con una magnificacidén final de X 252. El titulo fue
determinado como la Gltima dilucidn de suero que diera la maxima
fluorescencia de las inclusiones clamidiales.

Immunoblottting. Fue efectuado sobre membranas de
difluorado a las que se transfirieron las proteinas de los antigenos
clamidiales en diferentes concentraciones (3, &, 9 q), saco vitelino
no infectado (control negativeo, 6,12, 18 g) v 2 marcadores proteicos
comerciales separadas (resueltas) en geles de poliacrilamida mediante
electroforesis. Los sueros se probaron todos a una dilucidn 1/50.

del

mln.

pelivinilideno

RESULTADOS Y DISCUSION.

Fijacidn de C'. Todos los sueros problema alcanzaron titulos de
menos de 174 hasta 1/ de los cuales ninguno de lo gue se
obtuvieron de corderos fus mayor de 1/8 y mds del 50% por debajo de
174. Los sueros de hembras adultas presentaron todo el rango de
titulos mencionado aungque sdlo 2 de ellos (2/3&) alcanzaron un titulo
de 1/32 mientras que la mavoria did un titulo de 1/8. De los sueros
de referencia, el parnel A presentd titulos de 174 a 1/75&4 y el panel
E no mayores de 1/4.

Inmunotluorescencia indirecta. Se encontrd
antigenos por parte de todos los sueros. Con el
titulos demostrados por los sueros problema
a 1/3Z, mientras gue con el antigeno T23 se encontraron entre menos
de 1/4 a 1/44. De éstos los miximos titulos registrados en los sueros
de cordero fueron de 1/8 con AZ2 y 1/64 con T2Z3; en el caso de los
adultos 1/32 con ambos antigenos. 67% del total de sueros presento
una mayor reactividad con el antigeno intestinal T23. El panei 21

"4 gran atinidad por AZ2 vy el panel B por TZ3.

tting. De menos 20 bandas antigénicas fueraon
detectadas. Farticular interés fue puesto en agquellas reacciones
Cla proteinas de aparente peso molecular de 28, 38 v 61 kDa +/-
a RS vy de 24, 40 vy 62 kDa +/~ 3 kDa para T23. La mayoria de
eros de corderos no reacciond particularmente fuerte con
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reaccidn a ambos
antigeno AZ2Z los
variaron de menos de 1/4




ninguno de los antigenos clamidiales bajo observacld adultp
diernn reacciones fuertes sdlo con proternas de la \

aproximadamente 61 kDa. ElL panel A presentd Feacciones mas
el antigeno AZ2, v el panel B con el ants TE

Ees interesante menciona dos puntos: primer
obtenidos con la prueba de FL de los sueros sy it
infeccidn debido a cepas abortivas de . tttaci en el hato de
estudio en base al andlisis del esguema de lud de ovinos vy capring
del Reino tUnido: vy segundo. que los tres métodos seraldgicos )
efectuados indican la posible presencia de una infeccidn enterica
dentro del hato. Sin embargo, las reacciones encontradas en el
immunoblotting podrian sugerlr que una infeccidn mixta puede aestar
teniendo lugar en dicha poblacidn ovina y. de ser Asi. FEpre ntar u
problema potencial de aborta.

Las investigaciones ssroldgicas y el andlisis final de los
resultados sugieren gue la prusba de inmunofluorescencia indirecta
narece ser un “lazo de unidn” en la interpretacidn de los resultados
he 1a FC vy 21 immunoblotting. $in embargo. dicho metodo no parece st
la Drueba.Eeralagica ideal cuando se requiers el andlisis de un grarn
nuamero de muestras.

Finalmente,algunas diferencias antigenicas entre las cepas
abortiva A y entérica TZ3 de L. psittaci fueron ohservadas en ecte
estudio. como son la morfologia de inclusiones citoplasmaticas
maduraf'y el tiempo de su formacidn gue pudiera tener implicaciones
epidemicldgicas o diferencias en el ciclo de desarrollo de amnbas
cepas bacterianas, asi como las bandas de reaccidn de las proteinas
de dichas cepas, 1o gue ha llegadao a sugerir que las infecciones par
cepas abortivas protegen de futuras infecciones intestinales, p&ro
que infecciones intestinales no inducen proteccidn contra la forma
placentotrdpica.

de
2 de

fuerte co
que los resultados
LEma no sugieren la
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EVALUACION DE LA INMUNIDAD PASIVA CONTRA Fasteurella haemolytica
A-1 EN CORDEROS FROVENIENTES DE BORREGAS INOCULADAS CON DIFE~——
RENTES ANTIGENOS BACTERIANOSXX.

IMMUNITY PASSIVE EVALUATION AGAINST Pasteurella haemolytica A-1
IN LAMBS FROM INOCULATED EWES WITH DIFFERENTS ANTIGENS.

L. Jaramillo Meza, F. Aguilar Romero¥, F. Trigo Tavera y F.Suarez
Guemes-.

CENID-Microbiologia INIFAF-SARH.
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UNAM.

RESUMEN.

Eon el objeto de incrementar los niveles de anticuerpos calos-
trales especificos contra Pasteurella haemolytica A-1 en corderos
neonatos, se utilizaron é grupos de 10 borregas gestantes cada
uno y fueron inmunizados bajo el siguiente esquema: E1 grupo I se
inoculd con leucotoxina cruda(lC); el II con LC + Adyuvante
Incompleto de Freund(AIF); el III con LC + Extractoc Soluble
Capsular (ESC) + AIF; el IV con ESC + AIF; el V con P. haemolytica
viva y el grupo VI fud utilizado como testigo. Las bmrregaé
fueron sangradas el dia de la inoculacion( dia 0 ) y posterior—
mente cada 7 dlias hasta el dia 42. Con respecto a los corderos se
sangraron al momento del nacimiento Y a los dias
1,3,7,14,21,28,35 y 42. Los sueros tanto de las borregas como de
los corderos fueron evaluados por las técnicas de Hemoaglut ina-
cibn Indirecta y Ensayo Visual Simple, para determinar los ni-
veles de anticuerpos anticapsula y antileucotoxina respectiva-—
mente. Los resultados se sometieron al andlisis estadistico de
Varianza y a la prueba de significancia de Tukey, el cual mostrd
tierencia significativa (P<0.05) en los corderos de madres
inmunizadas con LC y con LC+AIF. Es posible que la inmunizacién
con LC de P. haemolytica en borregas gestantes, sirva para prote—
ger a; cordero neonato contra la pasteurelosis pulmonar.

INTRODUCCION.
Pasteurella

respiratorio
malmente la parte alta de éste, y que bajo ciertas condiciones de

haemolytica es un importante
de los bovinos,

patdgeno
ovinos y cabras,

del
que coloniza

tracto
nor-—

inmunosupresidn en el huésped, tales como primoinfecciédn por
virus o micoplasmas, cambios de temperatura, humedad, ventilacién -
deficiente, etc. afecta los mécanismos de defensa, permitiendo el
?gta:}ecimiento del microorganismo y el dakMo al {ejida pulmonar
s .
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P. haemolytica presenta diversos factores asociados con su viru-
lencia. Por ejemplo produce una exotoxina que ha demostrado ser
téxica para los macrbfagos alveolares y linfocitos de rumiantes.
Los macrdfagos alveolares se consideran como la primera defensa a
nivel pulmonar contra el establecimiento y desarrollo de infec-
ciones pulmonares. Con la muerte de &stas células también se
liberan enzimas proteoliticas, histamina vy otros mediadores
quimicos del proceso inflamatorie que contribuyen en el dafio
pulmonar, por lo tanto se ha considerado a la leucotoxina de F.
haemolytica como el principal factor de virulencia de la bacteria
que es producida por todos los sercotipos (5).

En la actualidad se han desarrollado inmundgenos experimentales
para la prevencidn de la pasteurelosis pulmonar utilizando como
antigenos, bacteria viva, leucotoxina ¥ extractos
solubles(1,2,6).

MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron 60 borregas en el dltimo tercio de gestacion, que
fueron divididas en 6 grupos de 10 animales cada uno e inmuniza-—
das por vla subcutidnea de acuerdo al siguiente disefio experimen—
tal: El grupo I se inoculd con 2 ml. de Leucotoxina Cruda(LC);: el
II con 2 ml. de LC + 2 ml. de Adyuvante Incompleto de Freund
(aIF); el I1I con 2 ml. de LC + 2 ml. de Extracto Soluble Capsu-
lar de F. haemolytica(ESC)+ 4 ml. de AIF; el IV con 2 ml. de ESGC
+ 2 ml. de AIF; el V con 2 ml. de suspension de P. haemolytica en
fase de crecimiento logaritmico a una concentracidn de tu=x 210
UFC/ml y el grupo VI fué& el grupo testigo.

Las borregas fueron sangradas por puncidn de la yugular en el
momento de la inmunizacidn (dia 0) y posteriormente cada 7 dias
hasta el dia 42. Con respecto a los corderos, dstos fueron san—
grados al momento de nacer vy posteriormente a los dias
1,%,7.14,21,28,35 y 42.

A todos los sueros se les determinaron los niveles de anticuerpos
anticiépsula y antileucotoxina con las t&cnicas de Hemoaglutina-
cidn Indirecta y Ensayo Visual Simple, respectivamente.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente por medio
del analisis de varianza y la prueba de significancia de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Los= titulos de anticuerpos de los grupos de borregas
con leucotoxina cruda y leucotoxina cruda + adyuvante incompleto
de Freund tuvieron diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) con respecto a los demds grupos. Con referencia, a los
corderos, mostraron valores diferentes estadisticamente signifi-
cativos (P<0.095) los gque procedlan de los grupos de borregas
antes mencionados.

Los resultados del presente estudio nos indican que es posible
incrementar los anticuerpos especlficos contra F. haemplytica en
corderos neonatos inoculando borregas en el daltimo tercio de
gestacidn y pudiera servir para proteger a los corderos contra

inmunizadas
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la pasteurelosis pulmonar, aunque para poder evaluar é&sto es

necesario rea!izar desafios experimentales, ya que en algunos
e;tudxus previos en ocasiones no se ha encontrado una relacién
directa entre titulos de anticuerpos y proteccidn
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