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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar algunos parametros inmunolégicos y
clinicos a fin de determinar el efecto de probidticos administrados por via oral en la
respuesta inmune de bovinos contra un agente infeccioso bajo condiciones
controladas utilizando fa vacunacién contra Anaplasma marginale como modelo.
Se ufilizaron 48 bovinos distribuidos en dos grupos; el primer grupo fue
inmunizado con una vacuna inactivada los dias 35 y 50 después de iniciar la
administracion de probidticos en el alimento, el dia 50 también se inoculd una
vacuna de baja virulencia, en tanto que el segundo grupo no recibio inmunizacion
alguna. A su vez, cada grupo fue subdividido en subgrupos (SG} de acuerdo al
probiotico administrado en el alimento: SG1 (2g Bacillus subfilisfanimal/dia), 5G2
{15g Saccharomyces cerevisiae cepa P7fanimalidia), SG3 (29 B. subtilis + 15g S.
cerevisiae cepa P7/animal/dia) y SGT sin probidticos. El dia 78 todos los animales
fueron confrontados con una dosis de 1x10° de eritrocitos infectados con A.
marginale. Los resultados sometidos a andlisis de varianza vy prueba de
diferencias minimas significativas no mostraran diferencias entre los subgrupos de
cada grupo, por lo que bajo las condiciones del presente estudio con el modelo de
vacunacién contra A. marginale, la administracion oral de probidticos no
proporciond un estimulo adicional significativo en la respuesta inmune. En
contraste, en el andiisis entre el grupo inmunizado y el grupo control,
independientemente si recibieron o no probidticos, se observaron diferencias
(p<0.05) en el volumen celular aglomerado, porcentaje de eritrocitos infectados,

valores totales de inmunoglobulina G (1gG); valores de 1gG1 e 1gG2 e interferén

gama.




INTRODUCCION

El conocimiento de los efectos benéficos de microorganismos en |a flora intestinal
data de principios del siglo XX con {os trabajos de Metchnikoff. Para 1974 surge el
término probidtico. La FAQ define a los probidticos como “Un microorganismo no
patégeno resistente a la digestién normal, que llega al estdmago e intestino en
forma viable y que se ha probado cientificamente que tiene un efecto promotor de
la salud para el hospedero™. Entre las funciones benéficas de los probidticos esta
fa produccidn de metabolitos con propiedades anti-microbianas, exclusion por
competencia de patégenos gastroéntericos, neutralizacion de carcinogenos que se
encuentran en las dietas (Teitelbaum y Walker, 2002; Ouwehand y col., 2002},
moduladores de la respuesta inmunitaria de las mucosas {Hooper y Gordon,
2001), entre otros diversos efectos de estos microorganismos que se encuentran

ampliamente documentados a nivel mundial (Xu y Gordon 2003).

El auge actual de los probidticos como una alternativa en la medicina veterinaria
surge de la enorme preocupacion del uso excesivo en la administracion de
antibidticos; al ser estos compuestos los elementos mas ulilizados para combatir
patégenos oportunistas y como aditivos promotores del crecimiento, inducen la
seleccion de cepas bacterianas resistentes y la contaminacién con antibidticos en
productos destinados al consumo humano como la carne y Ia leche que podrian a
su vez contribuir también a la seleccion de microerganismos resistentes a los

antibidticos utilizados en medicina humana; el problema se hace mas complejo al



considerar que los antibidticos también eliminan a microgrganismos no patdégenos

que son de vital importancia en el funcionamiento fisiologico de los animales.

Tedo esto ha lievado a que se tomen a cabo estrategias de proteccidn alimentaria
a nivel internacional (Codex Alimentarius, FAO-OMS), asi como numerosas y
complejas normas y leyes en los paises de potencia mundial (Code of Federal
Regulations, USA) dirigidas a reducir la contaminacion en los alimentos, como
también prevenir [as enfermedades de transmisién alimentarias; levando a cabo
estrictos estdndares de inocuidad en materia de sanidad animal que dejan fuera
de cualguier competitividad comercial en la exportacion de productos a paises que

no cumplen con las regulaciones y estandares internacionales.

Entre los probidticos mas utilizados actualmente esta la levadura Saccharomyces
cerevisiae, que contiene en su pared celular beta-glucanos que son polimeros de
glucosa con uniones beta (B1-3 y/6 B1-6) y que se consideran como promotores
de la activacién inespecifica del sistema inmune, al incrementar la resistencia del
huésped a una gran variedad de problemas biologicos y siendo efectivos en la
prevencidon de infecciones a través de la estimulacidon de los macrdfagos y
neutréfilos (Abel y Czop, 1990; Pelizon y col, 2003). Algunos glucanos como el
zymosan son utilizados como adyuvantes en la produccion de vacunas, al ser un
potente estimulador de los macréfagos alveolares (Sorenson y col.,, 1998). Estos
glucanos son ingeridos por células dendriticas a través de un receptor especifico

para mananos vy beta-glucanos {Reis y Sousa, 1993); también se ha demostrado
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que los glucanos inducen la secrecién de oxido nitroso y Factor de necrosis

tumoral alfa (TNF- a) (Luongo et al., 1998).

Los glucanos se han usado como adyuvantes en la inmunizacion de ratones
contra Babesia microti (Benach, 1982); ademas de ser capaces de incrementar la
‘produccion, tamafio y funcién de macrofagos y granulocitos (Burgaleta et af.
1978), incrementan la secrecién de lisozima y TNF-a por macrofagos activados, la
fagocitosis de antigenos, activan la formaciéon de colonias de monocitos v
granulocitos vy la actividad de linfocitos T y B (Meira, 1996), asimismo estimulan la

actividad hemopoyética (Patchen & McVittie, 1983).

El uso de B1-3 glucano derivado de Saccharomyces cerevisiae en pollos en dosis
de 10 y 15 mg/kyg indujo una respuesta de anticuerpos a los eritrocitos de carnero
{Benda. Et al.1989), También se ha cbsetvado que el B1-3 glucanc en pollos

estimula la respuesta T inespecifica (Acevedo y Pedroso, 2001),

Ademas de las levaduras, en los dltimos afios se ha descrito el uso de bacterias
acido-lacticas con caracteristicas probiéticas (Bengmark, 1998) y funciones
inmunomodulatorias (Isolauri et 2/, 2001; Meydani & Ha, 2000), que estimulan la
inmunidad local y sistémica (Christensen ef al, 2002; Delneste y col., 1998).
Varias cepas de Lactobacillus se han reportade como estimufadoras in vitro en
células del sistema inmune (Haller ef al. 2000 a,b) y parece que, a parir de estos
estudios, los efectos son especificos de cepa. Los trabajos de Ibnou-Zekri y col.

(2003) con L. johnsonii y L. paracasei mostraron diferentes respuestas inmunes
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sistémicas al medir los isotipos de IgG en ratones, asi, mientras que L johrsonii
produjo niveles mas altos de IgG1, L. paracasei indujo niveles superiores de
IgG2a. Se ha observado que esta flora modifica la proporcion de células CD4 y
CDB8 a favor de CD4 e incrementa la actividad fagocitica. Perdigén y col. (1995} al
estudiar la respuesta inmune especifica sistémica que L. acidophilus, L. casei, y L.
delbrueckii sp. bulgaricus producian en contra de globulos rojos en ratones,
informan de un incremento de la respuesta inmune sistémica a diferentes niveles
de estimulacion, siendo L. casei el mas efectivo. Estos mismos autores observaron
un incremento en la respuesta inmune no especifica de células monanucleares

fagociticas.

La Anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa no contagiosa, transmitida
principaimente por garrapatas y otros artrépodos hematofagos (Ristic 1960). El
agente causal es Anaplasma marginale (Rickeitsiales: Anaplasmataceae) (Kocan
y col., 2002). Esta es una bacteria intracelular obligada que causa una anemia
hemolitica extravascular aguda en ausencia de hemogiobinemia y hemoglobinuria;
induciendo fiebre superior a 40 °C, debilidad, perdida de peso, anorexia,
deshidratacién, baja en la produccion de leche y en casos mas severos ictericia,
abortos en el ultimo tercio de la gestacion y muerte. La enfermedad se manifiesta
principalmente en bovinos, pero algunos ungulados silvestres como el bisonte
americano (Bison bison), el blfalo de agua (Bubalus bubalis) y el venado cola
blanca (Odocoileus virginianus) entre otros, pueden permanecer infectados en
forma subclinica por periodos muy prolongados y actuar como reservorios del

agente causal (Ristic, 1960; Kuttler 1984; de la Fuente y col., 2003). Esta



enfermedad es de gran importancia por las mermas gque ocasiona a la ganadetia
de las regiones tropicales, subtropicales, y esporadicamente en zonas templadas.
Las estimaciones de las pérdidas econdmicas causadas por la Anaplasmosis
bovina, aungque no son muy recientes, han mostrado un equivalente a lo que
actualmente serian 130 millones de délares (Delegacién Mexicana, 1981) y en el
afio 1997 se responsabilizd a esta enfermedad de la muerte del 26% del total del
ganado registrado para programas gubernamentales para el mejoramiento
genético de hatos de baja productividad {Garcia y col., 1998). Asimismo, se
considera que debe existir un porcentaje similar de pérdidas no registradas en

ganado movilizado fuera de programas gubernamentales o sin aseguradora.

El modele actual de resistencia contra la Anaplasmosis bovina postula una
respuesta inmune celular tipo Th1, con produccién de interferdn gamma (IFNy,
asociado con la produccion de 1gG2 y citocinas tales como interleucinas (IL)-2, IL-

12 y factor de necrosis tumoral, con la consecuente produccién de oxida nitroso,

reactivo altamente toxico para estos microorganismos (Brown y col., 2002).




PILANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha indicado que los probicticos son principalmente ttiles en condiciones de
estrés. Es conocido como los métodos actuales en los sistemas de produccion
animal someten al ganado a un amplio rango de estimulos clasificades como
estrés (Dantzer y Mormede, 1993) lo que conduce a incrementos en los niveles de
corticosteroides, que a su vez disminuyen la respuesta inmune. Trabajos
realizados para estudiar el comportamiento de la vacunacion contra A. marginale
han mostrado que se cuenta con un inmunédgeno capaz de prevenir la muerte en
confrontaciones con aislados patégenos. Un inmunégeno inactivado gue se
produce a partir de cuerpos iniciales de fa rickettsia (Rodriguez ef al., 1998; 2000)
ha probado su capacidad para evitar la muerte; sin embargo, también ha mostrado
que no evita que los animales presenten una cierta pérdida de peso corporal y un
descenso marcado del volumen celular aglomerado, durante la confrontacion.
Durdn y Salazar (2000} en otro estudio donde se vacuné con una mezcla de
cuerpos iniciales de tres aislados diferentes y confrontados con una cepa
homologa, observaron pérdidas de pesc por grupo a la confrontacién entre el 5.9%
y 5.1%, con descensos de hematocrito de 56% y 61% con respecto al inicio de la
confrontacién. Asimismo, estudios usando un inmunégeno vive con la cepa
Yucatan (Méx.-31-096-01) clasificado como de baja virulencia (Garcia y col.,
2000), se indujo una proteccion del 78.2% contra la confrontacién heterdloga
{Ordaz, 2006); Con base en estos trabajos se decidié utilizar A. marginale como
modelo para definir desde la perspectiva inmunolégica el efecto de la

administracion oral de probidticos en bovinos ya que una respuesta inmune



robusta puede evitar pérdidas severas en presencia de estrés y agentes

patégenos y con esto evitar una baja en su produccién y la consecuente merma en

las ganancias.




] JUSTIFICACION

Existen evidencias de ensayos clinicos confrolados que muestran los efectos

{ benéficos de los probidticos en cerdos {Lazaro y col., 2005), pollos, caballos
{(Medina y col., 2002) y animales de laboratorio; en el caso especifico de bovinos
se ha estudiado el uso de probidticos en términos de mejoras en la produccion de
leche antes y después del parto (Dann y col., 2002), asi como disminucion en la
presentacién de diarreas e incremento en la ganancia de peso durante la lactancia
de terneros {Noeck y col., 2003}, sin embargo, poco se ha abordado sobre su uso
como inmunoestimulantes en esta especie, lo que hace necesario mas ensayos
para establecer la eficacia de los probidticos disponibles en el mercado, en fa
inmunoestimulacion y su efecto en la resistencia e inmunidad a enfermedades. El
propésito de este trabajo fue evaluar algunos parametros inmunolégicos y clinicos
que determinen el efecto de los probidticos administrados por via oral en la
respuesfa inmune especifica de bovinos contra un agente infeccioso utilizando la

rickettsia Anaplasma marginale como modelo para este ensayo.

El estudio sobre el uso de los probioticos como inmuncestimulantes abre la
posibilidad de tener una alternativa de estrategia profilactica al fortalecer la
respuesta inmune en los animales; ademas, al ser administrados por via oral se
pueda tener una estimulacion practica reduciendo costes de equipo, mano de obra
y del estrés mismo del manejo v, disminuir las pérdidas o incluso aumentar las
ganancias ante la confrontacion a microorganismos patégenos comunes del

ganado.



HIPOTESIS

La administracion orat de Saccharomyces cerevisiae y Baciflus subtilis con

propiedades probidticas fortalece la respuesta inmune especifica en bovinos

contra la rickettsia Anaplasma marginale.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de la administracion oral de probidticos a bovinos de
engorda sobre la respuesta inmune inducida por un inmundgeno contra la

Anaplasmosis bovina.

: OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar la respuesta inmune de bovinos suplementados con probidticos,

vacunados y confrontados con Anaplasma marginale.

2.- Evaluar clinicamente la influencia de los probitticos sobre la vacunacion y

confrontacién contra Anaplasma marginale.
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MATERIAL Y METODOS

E! estudio se Hevd a cabo en las instalaciones del Centro Nacional de
investigacion Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal (CENID - FyMA)" y

en el CENID en Parasitologia Veterinaria™ def INIFAP.

Se utilizaron 48 bovinos {Bos faurus) mayores de 9 meses de edad, libres de
tuberculosis, brucelosis, babesiosis y anaplasmosis provenientes de una zona libre
de dichas enfermedades. La verificacién para tuberculosis y brucelosis se hizo por
servicios certificados, por medio de las pruebas oficiales; la verificacion para
Anaplasmosis se realizd por medio del ensaye de ELISA indirecte y mediante |a
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especifico de acuerdo a lo

publicado (de la Fuente y col., 2003).

Los animales se distribuyeron en dos grupos homogenizados por peso; el primer
grupo fue inmunizado contra A. marginale, en tanto que el otro grupo no recibio
inmunizacién alguna (Grupo Control). A su vez cada grupo fue subdividido en 4
subgrupos (sg): $G 1 (2g de inclusion Bacillus subfilis [ animal / dia), $G 2 (15g.
de inclusidn Saccharomyces cerevisiae cepa P7 / animal / dia}, $G 3 (29 inclusién

Bacillus subtilis + S. cerevisiae cepa P7/animal/dia) y SG T sin probidticos.

* Km. 1 de la carretera a Colon- Ajuchitlén, en Ajuchitian, Querétars; Instituto Nacional de
Investigacion Forestal, Agricola y Pecuaria {INIFAP)
** ubicado en el Km. 11.5 de la carretera Cuernavaca-Cuautla, en Jiutepec, Merelos; INIFAP



Grupoe Inmunizado

Grupo Control

SGi1

Bacillus Subtilis

2g/ animal / dia

SGc 1

Bacillus Subtilis
2g/ animal / dia

5Gi2

Saccharomyces cerevisiae

15g/ animal / dia

S5Ge 2

Saccharomyces cerevisiae
15g/ animal / dia

SGi 3

B. Subltilis + S. cerevisiae
2g + 15g/ animal / dia

SGe 3

B. Subfilis + S. cerevisiae

2g + 15g/ animal / dia

SGiT

Sin Probioticos

SGeT

Sin Probidticos

Cuadro 1.
SGi = Subgrupo Inmunizade SGi T = Subgrupo Inmunizado Testigo

8Gc = Subgrupo Control SGe T = Subgrupo Control Testigo

Manejo.

A partir de su llegada, todos los animales recibieron una dieta comun por 14 dias
{(dia -14) y subsecuentemente (dia 0} fueron distribuidos, en forma individual, al
subgrupo correspondiente. La administracién de los aditivos (S. cerevisiae yio B.

subtilis) en el alimento se realizo diariamente, dependiendo del subgrupo, desde el

dia 0 y continud hasta el fin del estudio.
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Inmunégeno.

Para la inmunizacion de los animales del primer grupo se utilizd un inmundgeno
inactivado derivado de cuerpos iniciales (Cl) de las cepas: Yucatan, (Méx-31-096-
01), Morelos (Méx-17-028-01) y Veracruz (Méx-30-193-01) de A. marginale, como
se ha publicade (Rodriguez ef al., 2000; Barigye y col. 2004) a una dosis de 50 pg
de proteina total en dos ocasiones, los dias 21 y 35 respectivamente. Los
animales también recibieron, el dia 35, una dosis de 1 x 10° eritrocitos infectados
de la cepa Yucatan, dicha cepa empleada como inmundgeno de baja virulencia
(Garcia y col., 2000} y capaz de inducir proteccién a la confrontacion heterdloga
(datos no publicados). Esta vacuna fue transportada en hielo seco al lugar de uso
y descongelada en bafio de agua al momento que fue usada. La sangre infectada

fue diluida apropiadamente e inyectada via subcutanea.

Confrontacion.

Con objeto de tener una confrontacion adecuada capaz de poner en pefligro ia vida
de los animales inoculados, el dia 78 recibieron por via intramuscular, una dosis
de 1x 10° de eritrocitos infectados con la cepa Aguascalientes (Méx-01-01-01) de

A. marginale, aislada a partir de un brote de campo en el Mpio. del mismo nembre.

Monitoreo.

Semanalmente, se tomaron muestras de suero y sangre compleia para evaluar,
las variables que mas adelante se mencionan, ademads, una vez gue los animales
fueron confrontados y comenzé la aparicion de los signos clinicos de la

enfermedad, se registrd la temperatura rectal y se tomaron muestras cada tercer
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dia para medir ! volumen celular aglomerado (VCA) y determinar el porcentaje de

células infectadas en frotis sanguineo (PE!).

VARIABLES DE RESPUESTA:

EVALUACION CLINICA.

-Temperatura rectal.

Se registrd a la misma hora del dia para evitar variaciones debidas a cambio de

temperatura durante el dia.

-Volumen celular aglomerado.

Fue medido por la técnica de microhematocrito y expresado como el porcentaje

del volumen total

-Porcentaje de eritrocitos parasitados.
Este valor se derivd del conteo de por lo menos 500 eritrocitos en diferentes

campos de cada frotis sanguineo tefiidos con Giemsa.

EVALUACION INMUNOLOGICA

-Titulos de IgG especificas totales.

El ensayo indirecto de ELISA se llevo acabo usando un extracto de la cepa

Yucatan como fuente de antigeno, usando diluciones 1:100 de los sueros
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problema; anticuerpos de ratdn anti IgG de bovino conjugados a fosfatasa alcalina
en diluciones 1:40,000 para lgG totales; Los resultados fueron expresados como
valores de densidad &ptica obtenidos de la lectura a 405nm. (Rodriguez y col.,

1999).

-Titulos de 1gG1 e 1gG2.

Estos fueron medidos por un ensayc de ELISA indirecio para cada
inmunoglobulina como se ha descrito (Barigye y cof., 2004). Se emplearon
anticuerpos monocionales de raton anti 19G2 y anti 1gG1 de bovino en diluciones
1:10,000 vy anticuerpos de conejo anti 1gG de ratdn conjugados a fosfatasa
alcalina en diluciones 1:10,000; el resto del proceso fue como se describid para

I9G totales.

-Linfoproliferacién.

El estado inmune fue monitoreado también mediante el ensayo de
linfoproliferacién (LP) in vitro, para este proposito, células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) obtenidas por centrifugacion en gradientes de densidad
de Ficoll-Paque™ PLUS (Amersham-Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia),
fueron cultivadas en presen.cia de antigenos en medio de cultivo como se ha
descrito (Rodriguez et al, 1996; Barigye y col, 2004). Las células, a una
concentracion de 5x10%ml se cultivaron en placas de 96 pozos en un volumen
final de 200 y! con 2.5 pg/ml de antigeno de A. marginale (Barigye y col, 2004).
Pozas controles del mitégeno no especifico, concanavalina (Con) A y extractos de

GR no infectados fueron incluidos en cada ensayo. Las células se incubaron

BIBLIOTECA CLiCRe
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durante 5 dias en una atmésfera himeda de 5% CO2 a 37° C. La proliferacién
celular fue determinada mediante el use de un pagquete comercial {Cell
proliferation ELISA system, Versién 2 Code RPN 250 Amersham-Pharmacia,
Uppsala, Suecia) de acuerdo a las instrucciones del productor (Barigye y col.,

2004).

-Produccién de Interferén gamma.

CMSP de animales de cada grupo y seleccionados al inicio del experimento se
cultivaron en presencia de antigeno tal y como se expuso en el parrafo anterior. Ej
medio sobrenadante de estas células fueron usados en un ensayo comercial
(Bovigam®, BIOCOR Animai Health, U.8.A) para la deteccion de IFNy de acuerdo
a las instrucciones del productor. Los resuftados fueron expresados como valores

de densidad dptica a 450 nm (Barigye y col., 2004).

-Poblaciones de linfocitos CD4 y CD3.

Las células involucradas en la respuesta inmune celular y que guian hacia un tipo
u ofro, son los linfocites, de ilos cuales los CD4 son de tipo cooperador, a
diferencia de los CD8 que son de tipo citotdxico. Es importante el analizar estas
poblaciones en los animales vacunados y control asi como en los que reciben
elflos probidticos para determinar si hay cambios en las proporciones que se
presentan durante el experimento, Células mononucleares de sangre periférica
fueron marcadas con anticuerpos monoclonales especificos conjugados a
fluoresceina y posteriormente cuantificadas en un citofluorémetro de acuerdo a lo

descrito (Rodriguez ef af., 1996).



Analisis estadistico de variables de respuesta.
Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza. Donde se determino
que existen diferencias, estas fueron analizadas por la prueba de minimas

diferencias significativas.



RESULTADOS

Temperatura rectai.

No se observaron diferencias significativas entre grupos durante las etapas de
vacunacién, en tanto que en el periode de desafié hubo diferencias al dia treinta
(Grafica 1.1 y 1.2). No se encontraron diferencias significativas entre los

subgrupos de cada grupo en todas las etapas del estudio.
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Grafica 1.1 Promedios de temperatura de la etapa de vacunacién entre grupo el inmunizado y
grupe control. ’
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Grafica 1.2 Promedics de temperatura de la etapa de desafio entre grupo ¢l inmunizado vy grupe
control.



Volumen Celular Aglomerado.

Todos los animales inmunizados mostraron un descenso en el VCA en la segunda

etapa de vacunacion debido a la multiplicacion de la cepa Yucatan de A. marginale
con la que fueron inmunizados (Grafica 2.1). El VCA promedio en esta etapa
siempre se mantuvo por arriba del 20% y los subgrupos suplementados con
probidticos restablecieron los valores originales de VCA con mayor rapidez que el
subgrupo vacunado que no recibio probidticos durante las etapas de vacunacion y
desafio (Grafica 2.3 y 2.4). En cambio, todos los animales no inmunizados

mantuvieron sus valores originates durante las etapas de vacunacion.

En el periodo de desafic se observé una marcada diferencia (p<0.05) entre el
grupo inmunizado y el grupo control, con una media de descenso del 10% y 49%
respectivamente (Grafica 2.2). En esta etapa, solamente el subgrupo inmunizado y
suplementado con Bacillus subtilis legd a registrar valores promedio de VCA
ligeramente inferior a 30%, todos los demas subgrupos inmunizados mostraron
VCA promedios superior a 30%; por su parte todos los subgrupos no inmunizados
liegaron a mostrar valores promedios de VCA inferiores a 20%. Considerando ia
vacunacién como Unica variable, los grupos vacunados fueron semejantes entre
ellos pero diferentes de los no vacunados, quienes tampoco mostraron diferencias

entre ellos durante el periodo de desafid.

Con el objetivo de evitar la muerte, se administrd tratariento con oxitetraciclinas
(tres dosis de 20 mg/kg) a los animales gque presentaron un hematocrito £ 14%;

con este criterio fueron tratados 10 animales no inmunizados (2 del subgrupo
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Bacillus subfilis, 3 del subgrupo levaduras, 3 del subgrupo Bacifius subtilis+S.
cerevesiae y 2 del subgrupo no probidticos), en contraste solamente, un animal del

grupo vacunado (subgrupo Bacilfus subtilis) fue tratado.
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Grafico 2.1. Promedios del volumen celular aglomerado entre el grupo inmunizado y el grupo
control durante ia efapz de vacunacion,
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Grafico 2.2. Promedios del volumen celular aglomerado entre el grupo inmunizado y €l grupo
conirol durante la etapa de desafio.
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Grafica 2.3. Promedios del volumen celular aglomerado entre los subgrupos suplementados con
probiétices (SGi 1, 3Gi 2 y SGi 3) y ef subgrupo testigo (SGi T) pertenecientes al grupe inmunizado
durante la etapa de vacunacion.
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Grafica 2.4. Promedios del volumen celular aglemeradoe enfre los subgrupes suplementados con
probiéticos (SGi 1, 8Gi 2 y SGi 3) y el subgrupo testigo (SGi T) pertenecientes al grupo inmunizado
durante la etapa de desafio.

Porcentaje de eritrocitos parasitados.
La inmunizacioén con la cepa Yucatan, condujo al establecimiento de una infeccién
subclinica que se registrd como presencia de la rickettsia en frotis en el 50% de

los animales de grupo inmunizado a los treinta dias después de la inoculacion; una
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semana despues en el 100% de los animales inoculados. Los animales no

vacunados se mostraron negativos a frotis hasta el momento del desafio.

Veintiséis dias posteriores al desafio, todos los animales no inmunizados se
observaron positivos a frotis (Grafica 3). Treinta y tres dias después del desafio el

grupe inmunizado presentd un PEI menor que ef grupo no inmunizado (p<0.05).

Infectados (%)

Porcentaje De Eritrocltos

Dia 26 Dia 33
Etapa De Desafio
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{OControl

Grafica 3. Porcentaje de eritrocitos infectados entre el grupo inmunizado y el grupo centroi durante
la etapa de desafis.

Titulos de IgG especificas totales

En el grupe inmunizado se cbservd un aumento inicial de 1gG especificas totales
catorce dias después de la primera inoculacién con el inmunégeno inactivado;
cuarenta dias después de la segunda inoculacion con inmunégeno inactivado y a
veintisiete dias después de la inoculacion con la cepa de baja virulencia se
observé un segundo aumento de anticuerpos correspondiente a un segundo
estimulo anfigénico; este estimulo disminuyd cinco dias después del desafio, sin

embargo a los cuarenta dias después del desafio la respuesta de anticuerpos



volvié a incrementarse en los animales inmunizados e inicid ta respuesta en los
animales no vacunados (Grafica 4). Practicamente en todas las etapas, la
respuesta de anticuerpos especificos fue diferente {(p<0.05) entre los animales

inmunizados y los no inmunizados independientemente de la suplementacién con

probioticos.
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Grafica 4. Promedio de absorbancia de lgG totales entre el grupo inmunizado y el grupe contro!
durante las etapas de vacunacion y desaffo.

Titulos de IgG1 e 1gG2.

Los vajores de 1gG1 en el grupe inmunizado mostraron diferencias (p<0.05) al dia
veintisiete de la segunda inmunizacién con respecto al grupo control; dichos
valores disminuyeron al dia cinco pos-desafid, no obstante, la respuesta de
anticuerpos 1gG1 se incrementd nuevamente alrededor de los cuarenta dias
después del desafid, en tanto que el grupo no inmunizado inicio la respuesta
después del desafio (Grafica 5). En cuanto a la inmunoglobulina 1gG2, el grupo
inmunizado mostrd una marcada diferencia {p<0.05) al dia cuarenta después de la

vacunacion; esta diferencia se mantuvo por el resto de la etapa de vacunacidn y
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durante toda la etapa de desafio hasta terminar el estudio con respecto al grupo
control que mostrd un inicio de respuesta con anticuerpos IgG2 cuarenta dias
despues del desafio (Grafica 6). No hubo diferencias estadisticas entre subgrupos

tanto del grupo inmunizado como del grupo control.
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Grafica 5. Promedic de absorbancia de 1gG 1 entre el grupo inmunizado y el grupo control
durante las etapas de vacunacion y desafic,
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Grafica 6 . Promedic de absorbancia de IgG 2 entre el grupo inmunizado y el grupo control
durante las etapas de vacunacion y desafio.
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Linfoproliferacion.

El grupo de bovinos inmunizados presentd diferencias catorce dias después de la
primera etapa de vacunacion y catorce dias después de la segunda vacunacion
{Grafica 7). No hubo diferencias significativas durante el desafio entre subgrupos

de cada grupo.
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Grafica 7. Promedio de absorbancia de linfoproliferacion entre el grupo inmunizade y el grupo
control durante las etapas de vacunacion y desafic.

Produccién de Interferén gamma.

La estimacidon de IFNy en sobrenadantes de cultivos in vitro de células
moneonucleares de sangre periférica mostrd diferencias a los catorce dias de la
primera vacunacion con inmunégeno inactivado entre los grupos de bovinos
inmunizados y no inmunizados, de igual manera mostraron diferencias catorce
dias después de la segunda vacunacion. Después del estimulo de las
vacunaciones la produccion de interferdn fue disminuyendo, observandose

diferencias hasta los treinta y cinco y, cuarenta y dos dias después del desafio
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entre el grupo inmunizado y el grupe no inmunizado respectivamente {Grafica 8).
No hubo diferencias significativas enfre subgrupos suplementados con probidticos

y el subgrupo sin probidticos, tanto del grupo inmunizado como del grupo control.
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Grafica 8. Promedio de absorbancia de interferén gamma entre el grupo inmunizado y el grupo
control durante las etapas de vacunacion y desafic.

Poblaciones de linfocitos CD4 y CD8.
No se encontraron diferencias significativas de poblaciones de células CD4 entre
grupos, ni subgrupos en todas las etapas del estudio. En cuanto a poblaciones de

células CD8 hubo una diferencia al dia cuarenta y dos pos-desafié entre el grupo

inmunizado y el grupc centrol; no se encontraron diferencias entre los subgrupos.




DISCUSION

En el presente estudic el uso de probidticos como inmunomoduladores entre los
animales inmunizados y no inmunizados no fue significativo (p<0.05) para ninguna
de las variables estudiadas. Sin embargo durante la segunda etapa de
inmunizaciéon dende se usd la vacuna inactivada junto con la vacuna de baja
virulencia, la cual establecid una infeccion vacunal, el grupo inmunizado presentod
una recuperacion mas rapida del VCA en los bovinos que recibieron probidticos en
comparacién a los que no lo recibieron; en este mismo sentido, los animales
vacunados y suplementados con S. cerevisiae no tuvieron necesidad de recibir
tratamiento en e} periode de desafio, en contraste un animal vacunado del

subgrupo suplementado con B. sublilis requirid tratamiento para evitar su muerte.

S. cerevisiae y B. Subtilis, entre ofras bacterias con propiedades probidticas han
demostrado extensamente el estimulo de la respuesta humoral innata en mucosas
digestivas de bovinos, cerdos y aves (Ewaschuk y col., 2004; Letellier y col., 2000;
Netherwood y col., 1999). Se ha demostrado que la administracion cral de S.
cerevisiae en bovinos ha disminuido [a fiebre de embarque en novillas y la
neumonia en terneros (Rubio y Figueredo, 1996); asimismo, en un ensayo donde
se administrd S. cerevisiae como suplemento alimenticio en bovinos en engorda,
antes y durante a la vacunacion con un inmunégeno experimental inactivado
contra la Anaplasmosis bovina, aumenté la respuesta de anticuerpos especificos

en los animales que recibieron la levadura activa, las respuesta entre los animales

suplementados y no suplementados fueron diferentes y mostraron una tendencia,
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aungue estadisticamente las diferencias nc fueron significativas {(Garcia et al.,
2005). Las dosis de probidticos que se emplearon en el presente estudio son las
mismas que se recomiendan para lograr un estimulo benéfico en vias digestivas;
posiblemente para lograr un estimule a nivel sistémico de la respuesta inmune se
requiera aumentar la dosis; en este mismo sentido, la ausencia de respuesta en el
presente estudio también se puede atribuir a que la mayoria de los trabajos de
inmunomodulacion sistémica emplean a bacterias y levaduras como adyuvantes

mezclados con los inmundgenos.

Como ya se ha indicado anteriormente, los probidticos son especiaimente Utiles en
situaciones de estrés; el presente estudio se llevo a cabo bajo condiciches
controladas por lo que loes animales practicamente no estuvieren sometidos a
situaciones de estrés mas alld del manejo necesario para tomar las muestras,
quizas si el ganado es expuesto a condicicnes mas desfavorables como en
explotaciones tipo extensivas donde los animales estan frecuentemente expuestos
a un ambiente hostil, los probidticos brinden una respuesta significativa en la salud
del ganado. Para mejorar la respuesta también se podrian evaluar ofras vias adn
poco exploradas y que no tengan altos costos de equipo, mano de obra y manejo
(Ejemplo: via nasal), tal como los trabajos de Duc y col. (2003), que al inmunizar
contra la toxina del tétanos en conjunto con S. cerevisiae y B. subtilis por via oral,
nasal e intraperitoneal; obtuvieron resuitados positivos por las tres vias al emplear
una dosis 10 veces mayor de B. subtilis por via oral que por via nasal e

intraperitoneal.




CONCLUSIONES

« Bajo las condiciones del presente estudio, la administracion oral de los
probidticos S. cerevisiae y B. subtilis no proporciond un estimule adicional
significativo en la respuesta inmune especifica de los animales
inmunizados, al no presentarse diferencias enfre los subgrupos

suplementados con probidticos v el subgrupo testigo.

« L2 administracion oral de S. cerevisiae y B, subfilis tampoco proporciond un
estimulo adicional significativo en la respuesta inmune innata en los
animales del grupo control al no presentarse diferencias durante la etapa de
desafio entre los subgrupos suplementados con probidticos y el subgrupo

control testigo.

* El modelo de vacunacitn contra A. marginale usado en el presente estudio
indujo estimulos inmunoldgicos correspondientes a las dos inmunizaciones,
también se observd el periodo de infeccidn por parte de la cepa de baja
virulencia y el estimulo inmunolégico correspondiente al periodo de desafio,
de esta forma se constataron las diferencias entre el grupo inmunizado y el
grupo control, razén por la cual se propone el emplec del modelo de
vacunacion contra A. marginale para evaluar el estimulo de prebiéticos y
adyuvantes en la respuesta inmune humoral y celular en infecciones

intraeritrociticas de bovinos.
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ANEXOS

Primera Vacunacion

[ Segunda Vacunacidn ]

Desafio
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S C s = |3 < 8
nmun.| SG1 | 36 39,6 - | 26 | 396 02 | 29 | 331 3,6
| sG2 | 36 39,5 - 1 25 39,7 0,3 | 31 39,4 1,6
SG3 38 40,2 - 26 39,5 0,3 ki 393 0,6
SGT 34 39,7 - 24 40 0,2 30 39 1,1
;ontrol} SG 1 35 39,4 - 32 39,3 - 20 39,6 10,9
§5G2 36 39,4 - 32 39,5 - 17 39,7 12,3
SG3 37 39,4 - 34 39,3 - 19 39,4 9,6
SGT 38 39,7 - 36 39,5 - 19 39,7 9.9

Cuadro 2. Tabla de valores criticos de los parametros utilizados en la evaluacion clinica durante las
etapas de vacunacion y la etapa de desafié entre los grupo inmunizade y el grupo control
incluyendo los subgrupos suplementados con probidticos y subgrupos testigo.




