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RESUMEN

Se utilizaron 48 hembras bovinas adultas, asignadas a 6 grupos, con el objetivo de caracterizar la respuesta inmune inducida en
vacas lactantes por una bacterina homologa formulada con diferentes adyuvantes. Se les administrd por via intramuscular 2 mL
de la bacterina formulada con Leptospira interrogans serovares uam, wolffi, hardjo, bratislava, grippotyphosa y panama
adicionada con diferentes adyuvantes como: hidroxido de aluminio, adyuvante completo de Freud, adyuvante incompleto de
Freud, vitaminas liposolubles, bacterina mas desparasitacion con levamisol. Al grupo control solo se le administrd bacterina. La
inmunizacion se realizé en 2 ocasiones con diferencia de 28 d. Cada 7 d durante el primer mes posvacunacion y posteriormente
cada 28 d durante 8 meses se realizaron muestreos sanguineos. Los sueros se analizaron por aglutinacion microscopica. Los
resultados se transformaron a Log, y se analizaron por medio de los procedimientos para modelos no lineales y modelos lineales
generales del programa estadistico SAS. Mediante el modelo de prediccion (Wood) se estimé el periodo de mayor respuesta. La
bacterina no produjo alteracion en las constantes fisioldgicas, ni en produccion lactea. Los serovares de Leptospira interrogans
que indujeron mayores titulos fueron uam, hardjo y wolffi. Se determiné diferencia estadistica entre tratamientos y entre

serovariedades.
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La leptospirosis bovina produce pérdidas
economicas de manera primaria por sus efectos sobre
la produccion, pudiendo aparecer mortinatos, abortos
o nacimientos de animales débiles, o ambos, € infer-
tilidad;'? se consideran como pérdidas secundarias
por efecto de la enfermedad al sindrome de la caida
de la leche o agalactia transitoria.’ Por efectos en la
produccion del rebaiio y el hecho de ser catalogada
como una zoonosis, el control de la leptospirosis
merece atencion especial, siendo necesaria la utili-
zacion de medidas complementarias entre si, como
son el tratamiento con antibioticos, la vacunacion y
profilaxis higiénico-sanitaria; con el objetivo de evitar
pérdidas economicas derivadas de la introduccion

de la enfermedad a una explotacion. Generalmente
el método primario de control en los bovinos ha sido
la inmunizacién con bacterinas que contengan
organismos completos de L. interrogans; utilizdndose
biologicos con las serovariedades presentes en la
explotacion.* Estos productos pueden aumentar su
respuesta si se les adicionan adyuvantes, los cuales
son sustancias que estimulan la respuesta inmune y
su duracion.’ Asimismo, la desparasitacion de bovinos
con productos que contengan levamisol, potencializa
la respuesta inmune humoral en animales
inmunosuprimidos.®

Estudios previos sefialan que no existe una
proteccion cruzada entre las diferentes
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serovariedades de L. interrogans; lo que hace
suponer que las bacterinas formuladas en otros
paises no ofrecen una adecuada proteccion,
llegandose a confundir las reacciones sero-
l6gicas,”® por lo que en el presente trabajo sus
autores se propusieron caracterizar la respuesta
inmune inducida en vacas lactantes por una
bacterina homologa formulada con diferentes
adyuvantes.

METODOS
FUNDAMENTO

El planteamiento del presente experimento tuvo
como antecedente los resultados obtenidos en un
estudio seroldgico llevado a cabo en 1 455 bovinos
explotados en la Region Norte del Estado de Chiapas,
en el cual se determind 84,5 % de reactores al menos
a 2 serovariedades de L. interrogans, donde uam
(65 %), wolffi (61 %), hardjo (61 %), bratislava
(14 %), grippotyphosa (10 %) y panama (10 %)
resultaron las de mayor frecuencia.’

BACTERINA

Se formul6 de acuerdo con el Manual de
Requerimientos Minimos de Calidad de los
productos para uso veterinario.'” Los serovares
incluidos en la formulacion de la bacterina fueron
uam, wolffi, hardjo, bratislava, grippotyphosa y
panama, para lo cual fueron cultivados en medio
liquido de Cox modificado suplementado con 8 %
de suero de conejo estéril e inactivado, incubandose
a 30 °C por una semana. Al obtener un crecimiento
abundante, se inactivaron con formol 10 %,
realizando posteriormente el conteo bacteriano con
una cdmara de Petroff-Hausser para obtener una
concentracion final de 2,8 x 10® leptospiras/mL; se
distribuyeron en 6 lotes y se adicion6 a cada uno
los adyuvantes correspondientes.

ANIMALES

Se utilizaron 48 hembras bovinas adultas en
etapa de lactancia (30 a 60 d posparto),
distribuyéndose al azar en 6 grupos. Se mantuvieron
en la explotacion y se ordefiaron hasta que su cria
cumplio 9 meses de edad.
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TRATAMIENTOS

Fueron 6, integrados de la manera siguiente:
I. Bacterina con hidroxido de aluminio; II. Bacterina
con adyuvante completo de Freud; III. Bacterina
con adyuvante incompleto de Freud; IV. Bacterina
con vitaminas liposolubles emulsionada; V. Bac-
terina sola y desparasitacion con levamisol al
momento de la inmunizacion; y VI. Testigos, solo
se les aplico la bacterina.

INMUNIZACION

Via intramuscular, administrando 2 mL de la
bacterina con el adyuvante respectivo, en 2
ocasiones a intervalo de 28 d.

SEGUIMIENTO

Muestreo sanguineo via yugular cada 7 d en el
primer mes posvacunacion, posteriormente cada
28 d durante 8 meses. Las muestras de suero se
analizaron por la prueba de aglutinacidn
microscopica.'! Durante los primeros 4 muestreos
se efectuaron inspecciones individuales, para
identificar la posible formacion de abscesos en el
area de aplicacion del bioldgico; durante todo el
desarrollo del experimento se registraron los
eventos reproductivos (manifestacion de celo e
inseminacion artificial).

Los datos obtenidos en la prueba serologica
se transformaron a Log para estimar la diferencia
estadistica significativa entre tratamientos y se
analizaron por un modelo de bloques al azar, en el
cual los bloques representaron el nimero de
animales en cada tratamiento. Para el analisis de
comparacion de medias se utilizo la prueba de
Duncan; asimismo, las medias de cada tratamiento
se analizaron por medio de los procedimientos para
modelos no lineales (NLIN) y modelos lineales
generales (GLM) del programa estadistico SAS.?
Se determinaron las r? para incluirlas en el modelo
de prediccion de Wood y estimar el intervalo de
mayor respuesta inmune.

RESULTADOS

La aplicacion de la bacterina no indujo la
formacion de abscesos en el area de inoculacion.
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TABLA 1. Representacion de la diferencia estadistica entre tratamientos

Tratamientos Media Significancia*
Bacterina con hidroxido de aluminio 2,07977 a
Bacterina + desparasitacion con levamisol 2,02530 b
Bacterina con vitaminas liposolubles 1,98282 be
Bacterina con adyuvante incompleto de Freud 1,96018 cd
Testigos 1,91696 de
Bacterina con adyuvante completo de Freud 1,91081 e

*Filas con distinta literal indican diferencia estadistica (p <0,05)

Log

2,4
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1.6 I I I I I I

HA= hidréxido de aluminio, CF= adyuvante completo de Freid, IF=

LV= levamisol, T= testigos

Fig. Respuesta inmune a la bacterina.

No se manifestaron cambios adversos en la
conducta reproductiva de las vacas y la produccion
lactea no se modificod, manteniéndose todas en la
ordefia hasta el momento de destetar a sus crias a
los 9 meses de edad. Durante el desarrollo del
experimento solo 3 vacas no gestaron, aun cuando
manifestaron celo y se inseminaron.

En todos los tratamientos empleados se
observd un incremento en los titulos de anticuerpos
a partir de la segunda aplicacion de la bacterina.

Se encontr6 diferencia estadistica entre
tratamientos, determinando que los mayores titulos
de anticuerpos producidos correspondieron al grupo
inmunizado con la bacterina adicionada con
hidréxido de aluminio, seguido del grupo de
animales que al momento de ser vacunado se
desparasitaron mediante un producto con principio
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adyuvante incompleto de Freid, VT= vitaminas liposolubles,

activo sobre la base de levamisol; en tercer término
se ubicd la respuesta inmune de animales
inmunizados con bacterina con vitaminas
liposolubles (fig.) (tabla 1).

Al analizar el efecto de las serovariedades, en
cada uno de los tratamientos a que se sujetd la
bacterina, la mayor respuesta correspondié a L.
interrogans serovar hardjo, seguida por wolffi y
bratislava (tabla 2).

DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que la
inmunizacién contra Leptospira interrogans
serovar hardjo con bacterinas tanto monovalentes
como polivalentes no evitan la infeccidn, su
migracion al ttero y oviducto, ni los problemas



41

TABLA 2. Representacion de la diferencia estadistica entre las serovariedades de
Leptospira interrogans empleadas en la bacterina experimental con hidroxido de

aluminio

Serovariedad Media Significancia*
Leptospira interrogans, serovar hardjo 2,14270 A
Leptospira interrogans, serovar wolffi 2,09477 B
Leptospira interrogans, serovar bratislava 2,05954 B
Leptospira interrogans, serovar grippotyphosa 1,83733 C
Leptospira interrogans, serovar panama 1,82286 C
Leptospira interrogans, serovar uam

(aislamiento nacional) 1,77075 D

*Filas con distinta literal indican diferencia estadistica (p <0,05)

renales debido a su persistencia y por consiguiente
su eliminacién por medio de la orina.!*!* No
obstante, en los sistemas de control la vacunacion
sigue siendo un factor elemental, demostrandose
que la inmunizacién permanente de todos los
animales de una explotacion permite el control de
infecciones de Leptospira interrogans, serovar
hardjo y por ende su erradicacion.'>!6

Al igual que en otras enfermedades de los
bovinos, la adicién de adyuvantes a bacterinas
contra la leptospirosis ha sido evaluada en diferentes
esquemas; se tiene también la diversa combinacion
de serovariedades de leptospiras empleadas para
fines de inmunizacion, asi como las pruebas
diagnosticas empleadas para la cuantificacion de
la respuesta inmune en los animales.!”!

En 1991, Banda y otros' en un ensayo en el
cual inmunizaron vaquillas con una bacterina
polivalente para la cual utilizaron 2 adyuvantes,
ademas de un inmunomodulador, determinaron que
la bacterina que propicié mayores titulos de
anticuerpos especificos fue la que contenia
vitaminas liposolubles, seguida de la adicionada con
hidroxido de aluminio. El uso del levamisol en el
momento de la inmunizacién no tuvo respuesta
relevante. El serovar wolffi fue el tnico que
manifesto respuesta inmune en los 4 tratamientos
a los 90 d posvacunacion.

En 1991, Cortese® informa que la inmu-
nizacion con bioldgicos polivalentes no influye en
la disminucién de la produccion lactea en vacas;
resultado similar se observé en el presente estudio,
porque todas las hembras inmunizadas no
manifestaron alteraciones en su produccion de
leche durante su fase de lactancia.

La investigacion realizada permiti6 la
generacion de un bioldgico para la prevencion de

la leptospirosis bovina, a partir de Leptospira
interrogans serovares uam, hardjo, wolffi,
bratislava, grippotyphosa y panama, teniendo como
adyuvante al hidroxido de aluminio; este biologico
se presenta como una respuesta especifica para la
situacion prevaleciente en cuanto a la leptospirosis
bovina, caracterizada en la Region Norte del estado
de Chiapas, México; en contraste con la respuesta
inducida por las bacterinas de los laboratorios
comerciales, las cuales estan formuladas con
serovares de Leptopira interrogans no presentes
en la regién de interés.

Evaluation of an homologous bacterin against bovine
Leptospirosis

SUMMARY

48 adult bovine females dividided into 6 groups were used aimed
at characterizing the immune response induced in breastfeeeding
cows by an homologous bacterin formulated with different
adjuvants. They were intramuscularly administered 2 milliliters
of a bacterin formulated with Leptospira interrogans serovars
uam, wolffi, hardjo, bratislava, grippotyphosa and panama added
with different adjuvants, such as aluminum hydroxide, Freud’s
complete adjuvant, Freud’s incomplete adjuvant, liposoluble
vitamins, bacterin plus disparasitization with levamisol. The
control group was administred only with bacterin. Immunization
took place in 2 occasions at a time interval of 28 days. Blood
samples were taken every 7 days during the first month after
vaccination, and every 28 days for the next 8 months. All the
sera were analyzed by the microscopic agglutination test. The
results were transformed into Log , and they were analyzed by
NLIN and GLM of SAS. The period of greater response was
estimated by the prediction model (Wood). The bacterin did not
produce alteration either in the physiological constants, or in
milk production. The serovars of Leptospira interrogans that
induced higher titers were uam, hardjo and wolffi. The statistical
difference between treatments and between serovars was
determined.

Key words: Bovine leptospirosis, homologous bacterin,
adjuvants, immune response, Chiapas, Mexico.
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