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Evaluacion de lainmunogenicidad de una proteina
recombinante de Pasteurella multocida para la prevencion de la
neumonia aguda en alpacas (Vicugna pacos)

Evaluation of the imunogenicity of one recombinant protein for the prevention of
acute pneumonia in alpacas (Vicugna pacos)
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Guido Medina S.2, Luis Luna E.!, Raul Rosadio A.!, Lenin Maturrano H.!

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la capacidad inmunogénica in vivo de
una proteina recombinante de membrana externa de Pasteurella multocida denominada
P6-like (rP6-like). El ensayo de campo se realizé en una unidad de produccion alpaquera
en Puno, Perq, y el procesamiento de las muestras en la Facultad de Medicina Veterinaria
de la UNMSM. Se formaron 4 grupos de 5 animales, y se inoculd, segln el grupo a)
solucion salina normal, b) bacterina, ¢) rP6-like, d) combinacion de bacterina + rP6-like.
Se tomaron muestras de sangre enel dia 0, 5, 7,9, 12 y 15 pos-inoculacion. Se disefiaron
pruebas de ELISA indirecto de punto tinico para la cuantificacion relativa de anticuerpos
especificos anti rP6-like y para anticuerpos anti-proteina total de P. multocida. El grupo
inoculado con rP6-like mostr6 elevacion significativa de anticuerpos desde el dia 7
(p<0.05) hasta el dia 15 pos-inoculacion. Los demas productos biologicos no presenta-
ron elevacion significativa durante el periodo del estudio. El estudio permitié evidenciar
la capacidad inmunogénica de la rP6-like, lo cual permite continuar con futuros estudios
de eficacia.
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The aim of this study was to evaluate the in vivo immunogenic capacity of a
recombinant outer membrane protein of Pasteurella multocida called P6-like (rP6-like).
The field trial was carried out in an alpaca production unit in Puno, Peru, and the processing
ofthe samples was done in the Faculty of Veterinary Medicine of San Marcos University
in Lima. Four groups of 5 animals were formed, and they were inoculated according to
group with a) normal saline solution, b) bacterin, ¢) rP6-like, d) combination of bacterin +
rP6-like. Blood samples were collected on days 0, 5, 7, 9, 12 and 15 post-inoculation.
Single-point indirect ELISA tests were designed for the relative quantification of specific
anti-rP6-like antibodies and for total anti-total P. multocida protein antibodies. The group
inoculated with rP6-like showed significant elevation of antibodies from day 7 (p<0.05)
until day 15 post-inoculation. The other biological products did not show significant
elevation during the studied period. The study showed the immunogenic capacity of rP6-
like, which allows to continue with future efficacy studies.
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INTRODUCCION

La neumonia aguda de las crias desta-
ca como una de las principales causas de
mortalidad en alpacas neonatas y tuis del al-
tiplano en el Pert (FAO, 2005), pudiendo oca-
sionar mortalidades hasta del 27% (Ramirez,
1989), lo que se traduce en enormes pérdi-
das economicas por disminucion de individuos
logrados al destete, menor proporcion de hem-
bras y machos de reemplazo, y reduccion de
la produccion de fibra (FAO, 2005).

Pasteurella multocida (PM) es un
cocobacilo Gram negativo causante de gra-
ves enfermedades en un gran numero de es-
pecies animales (Hunt ef al., 2000). Estas
infecciones son causadas por especificos ti-
pos capsulares (A, B, C y D) y serotipos (1-
16) (Carter, 1952; Heddleston et al., 1972).
Ademas, es el principal agente bacteriano
aislado de casos de neumonia aguda en
alpacas. Esta bacteria invade el tejido
pulmonar luego de un evento de estrés, como
exposicion al frio extremo, mala nutricion, o
por previa infeccion viral (Cirilo, 2012;
Rosadio et al., 2011). En el Peru ha sido re-
portado el tipo capsular A y genotipo L6

(Rimac et al., 2017), correspondiente a los
serotipos 10, 11, 12 y 15 de PM en alpacas
fallecidas por neumonia aguda (Harper et al.,
2015).

La pasteurelosis neumonica, nombre
que reciben todas las infecciones del
parénquima pulmonar provocadas por P.
multocida es altamente contagiosa y su trata-
miento puede ser largo, costoso e inefectivo
(Kehrenberg et al., 2001). La prevencion
mediante medidas de manejo y uso de vacu-
nas son las mejores herramientas para su
control (Hurtado et al., 2017). El desarrollo
de vacunas implica ensayos in vitro, cuyos
resultados deben ser evaluados en la especie
de destino para medir su inmunogenicidad y
eficacia protectora (OIE, 2008). Diversos
autores describen a las proteinas de mem-
brana externa (OMPs) como blancos
vacunales promisores en diversas bacterias
de importancia en medicina veterinaria, como
Bacillus anthracis, Brachispyra hyodisen-
teriae y Haemophilus parasuis (Ariel et al.,
2002; Song et al.,2009; Liet al.,2016). Para
la evaluacion de la inmunogenicidad de una
vacuna usualmente se emplea la prueba de
ELISA indirecta, la cual mide el nivel relativo
de anticuerpos séricos (Subhash, 2015).
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Eluso de herramientas bioinformaticas
y el conocimiento del genoma de una cepa
de P. multocida aislado de un brote de neu-
monia en alpacas (Hurtado et al., 2017) per-
miti6 la determinacion in silico de proteinas
fuertemente inmunogénicas de PM, dentro
de los cuales la proteina P6-like, una OMP
asociada al peptidoglicano, tuvo caracteristi-
cas ideales para su expresion (Juscamayta
et al., 2014). Posteriormente, la inmunoge-
nicidad de la rP6-like fue evaluada in vitro,
en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de alpaca, donde se co-
rrobord un patron de expresion celular prin-
cipalmente de tipo Th2, el cual se relaciona
fuertemente con la produccion de anticuerpos
IgG (Maximiliano et al., 2018). Sin embargo,
todavia no se cuenta con estudios que des-
criban el efecto de la rP6-like sobre la inmu-
nidad mediada por anticuerpos en alpacas.
El presente estudio tuvo como objetivo de-
terminar la capacidad inmunogénica in vivo
de tipo IgG, que puede generar la rP6-like en
alpacas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucion

El ensayo de campo se ejecutd en ene-
ro de 2017, en el Centro de Investigacion y
Producciéon C.I.P. La Raya, de la Universi-
dad del Altiplano. El centro se encuentra en
el distrito de Santa Rosa, provincia de Melgar,
region Puno, Peru, a 4200 msnm. El proce-
samiento de las muestras se hizo en la Uni-
dad de Biologia y Genética Molecular de la
Facultad de Medicina Veterinaria (FMV) de
la Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos (UNMSM), Lima, Peru.

Animales y Material Bioldgico
Se formaron cuatro grupos de 20 alpacas

tuis Huacaya hembras, seleccionadas al azar
dentro de un rebafio de aproximadamente 300
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tuis hembra. Los animales tenian aproxima-
damente 12 meses de edad y se encontraban
clinicamente sanos. De cada grupo se toma-
ron cinco animales al azar para el seguimien-
to. Se inocul6 una dosis tnica de 2 ml a cada
animal de cada grupo: G, (n=5) 2 x 10°UFC/
animal de la bacterina; G, (n=5) 10 pg/ani-
mal de la proteina recombinante rP6-like; G,
(n=5) 10 pg de rP6-like + 1 x 108 UFC/animal
de ambos productos; G, (n=5, grupo control)
Solucion salina normal. La inoculacion se rea-
liz6 por via subcutanea, en la region axilar
derecha.

Se tomaron muestras de sangre de la
vena yugular los dias 0 (tiempo control), 5, 7,
9, 12 y 15. Se centrifugod la sangre a 1600 g
durante 10 min. Las muestras de suero recu-
peradas se mantuvieron a -20 °C hasta su
procesamiento en el laboratorio.

Preparacion de la bacterina

Se utilizo el protocolo empleado por
Hsuan et al. (2009). La bacterina esta com-
puesta por una suspension en Caldo BHI
(Brain-Heart Infusion) de P. multocida (cepa
nativa), aislada de un caso en alpacas de la
region de Puno, a una concentracion de 1 x
103UFC/ml. Fue inactivada con formaldehido
al 0.25% y como adyuvante fue afiadido hi-
dréxido de aluminio al 0.25% (v/v). La
bacterina se almacend a 4 °C y se mantuvo
con geles refrigerantes durante el procedi-
miento de inoculacion.

Preparacion de la proteina recombinante
para inoculacion

Se utilizé una vacuna de tipo subunidad
compuesta por la proteina denominada rP6-
like obtenida en la Unidad de Biologia y
Genética Molecular (FMV-UNMSM). Lue-
go del procedimiento de purificacion, la pro-
teina fue diluida en PBS y mezclada con hi-
droxido de aluminio. La mezcla se almacend
a 4 °Cy se mantuvo con geles refrigerantes
durante el procedimiento de inoculacion.
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Preparacion de antigeno total de PM para
iELISA

Los antigenos para el inmunoensayo
fueron preparados usando el protocolo modi-
ficado de Ledesma et al. (2016). Para ello,
la cepa de P. multocida (cepa nativa) fue
cultivada en caldo BHI a 37 °C por 24 h, con
agitacion continua. El medio de cultivo fue
centrifugado en tubos Falcon de 50 ml a 7000
gpor 15 miny el pellet fue lavado tres veces
con buffer fosfato salino PBS. La lisis de las
bacterias fue obtenida suspendiendo el pellet
en 10 ml de PBS frio y se realizaron tres ci-
clos de congelacion y descongelacion en ni-
trogeno liquido. Se sonicaron las células
bacterianas en siete pulsos de 10 s cada uno,
y fueron centrifugadas a 12 000 g por 30 min
a 4 °C. El sobrenadante fue separado para
su uso posterior. La proteina total de PM fue
cuantificada mediante fluorometria usando
Qubit™ Thermo Scientific y el lisado fue dis-
tribuido en alicuotas y almacenado a -4 °C
hasta su uso en iELISA.

Preparacion de proteina recombinante
para ELISA

Los procedimientos de clonacion, expre-
sion y purificacion son los mismos que se
detallan en «Preparacion de la proteina
recombinante para inoculacion». El producto
de esta purificacion se cuantifico mediante
Qubit™ Thermo Scientific para diluirla con
PBS 0.1M y obtener una dilucion final de 100
pg/ml. Esta se almaceno en refrigeracion a
4 °C hasta su evaluacion mediante la prueba
de iELISA.

Estandarizacion de iELISAs

En la estandarizacion de la primera
prueba de ELISA para deteccion de
anticuerpos anti-rP6-like, los pocillos se tapi-
zaron con rP6-like a concentraciones de 100,
50, 25, 12.5, 6.25 y 3.1 pg/ml y el suero se
diluyo a concentraciones de 1/50, 1/100, 1/200,
1/400, 1/800, encontrandose concentraciones
optimas de rP6-like de 3.5 ng/ml y en el sue-

ro de 1/200. Para la estandarizacion de la
segunda prueba de ELISA con la proteina
total de P. multocida se usaron las concen-
traciones de antigeno de 140, 70, 35, 16.5,
8.25 y 4.1 ng/ml y el suero se diluy6 a con-
centraciones de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 y
1:800, encontrandose concentraciones Opti-
mas de proteina total de 35 pg/ml y en el sue-
ro de 1:200. Luego de obtener las concentra-
ciones Optimas de antigeno y suero se proba-
ron concentraciones de agente bloqueante
(BSA)de 1, 3 y 5% (m/v), donde se eligid la
concentracion de 3%. El conjugado y
cromogeno fueron usados a las concentra-
ciones recomendadas por los fabricantes.

Materiales para iELISA

Se prepar6 buffer fosfato salino (PBS)
a concentracion de 0.1 M, el cual sirvi6 para
dilucion de todos los reactivos. El buffer de
lavado (PBS-T) consistio en una solucion de
Tween 20 KPL® diluida en PBS a concen-
tracion de 0.05%. El suero problema se dilu-
y6 arazon de 1:200 en buffer de dilucion, el
cual estd compuesto de albumina sérica bo-
vina (BSA) al 3% en PBS 0.1M. El anticuer-
po conjugado fue un anticuerpo secundario
policlonal de cabra anti-IgG de llama enlaza-
do a la peroxidasa de rabano picante (HRP)
Abcam® a concentracion final de 1/20 000.
El sustrato cromoégeno 3, 3', 5, 5'-
tetramethylbenzidina (TMB) Sureblue™ se
us6 a la concentracion recomendada por el
fabricante (listo para usar). Para todos los
procedimientos se usaron placas de
poliestireno de alta afinidad de 96 pocillos
Corning®.

iELISAs de punto unico

Las muestras de suero fueron analiza-
das por la prueba de ELISA indirecta
(iELISA) de punto tunico siguiendo los proto-
colos descritos por Ledesma et al. (2016) y
Shivachandra et al. (2017) para tapizado con
proteina total de PM y rP6-like, respectiva-
mente. Se utilizaron dos tipos de antigenos
para recubrir las placas de poliestireno. La
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placa de ELISA fue tapizada con la proteina
P6-like diluida en buffer fosfato salino 0.1M
(PBS), pH 7.4, a una concentracion de 3.5
ug/ml para la evaluacion de inmunidad con-
tra la proteina rP6-like. Para la evaluacion
de la inmunidad contra la bacterina y contra
rP6-like + bacterina, se tapizo la placa con
100 pul de proteina total de PM a una concen-
tracion de 35 pg/ml mediante incubacion a
37 °C durante 1 h. Posteriormente se hicie-
ron tres lavados con 200 pl de PBS-T. Luego
se bloquearon los pocillos con 200 ul de BSA
3% a 4 °C durante 16 h. Seguidamente se
efectuaron tres lavados con PBS-T y se afa-
di6 por duplicado, 100 ul/pocillo de los sueros
problema a dilucion de 1/200 en solucion de
dilucidn, incubandose a 37 °C por 1 h. Se
volvieron a realizar tres lavados para luego
afiadir 100 pl del anticuerpo conjugado con
HRP a dilucion 1/20 000. Se incubd una vez
mas a 37 °C por 1 h, se realizaron tres lava-
dos mas y se afiadio 100 pl sustrato
cromogeno (TMB). Finalmente se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min en la
oscuridad. La placa fue leida a una longitud
de onda de 650 nm en un espectrofotometro
multicanal Biorad®.

Analisis Estadistico

Se compararon las medianas de OD,,
del dia cero y demas dias dentro de los gru-
pos G,, G, y G, mediante la prueba de
Wilcoxon. Se hizo un segundo analisis com-
parando las medianas de los OD, del G,y
del G, en cada dia de seguimiento mediante
la prueba U de Mann-Whitney con un nivel
de significancia de 0.05. El software para el
analisis estadistico y los graficos fueron
STATA® 15.0 y GraphPadPrism 7®, respec-
tivamente.

Consideraciones Eticas
El manejo de los animales se realizo

causando el menor estrés posible. Los
muestreos tuvieron una duracion promedio de
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2 h por dia, desde las 07:00 hasta las 09:00
para no interrumpir el horario de alimenta-
cion de los animales. El protocolo de toma de
muestra de sangre se realizdé tomando en
cuenta el método publicado por Morton et al.

(1993).

RESULTADOS

La inoculacion de la bacterina (en G))
produjo un pico de elevacion de anticuerpos
significativamente superior al del dia cero
(p<0.05); sin embargo, los niveles de IgG en
los dias 12 y 15 pos-inoculacion no fueron
significativamente diferentes al dia cero (Fi-
gura 1, Cuadro 1). En el Cuadro 2 se observa
que 4/5 de animales del G, aumentaron los
niveles de IgG en el dia 15 en comparacion
con sus niveles basales (dia 0).

En el grupo inoculado con P6-like (G,),
desde el séptimo dia en adelante se eviden-
ci6 una elevacion significativa de los niveles
de IgG con respecto al grupo control (p<0.05),
siendo el pico maximo de IgG el dia 15 (Figu-
ra 2, Cuadro 1). En el Cuadro 3 se visualiza
que 5/5 animales del G, elevaron los niveles
de IgG en el dia 15 con respecto al grupo
control.

En el G,, la inoculacién de rP6-like +
bacterina no estimul6 un aumento significati-
vo en los dias de seguimiento con respecto al
dia cero (p>0.05) (Figura 3, Cuadro 1). Enel
Cuadro 4 se observa que 3/5 animales dismi-
nuyeron sus niveles de IgG en el séptimo dia,
y 5/5 animales disminuyeron sus niveles de
IgG en el dia 15 con respecto al dia cero.

El grupo control no mostro variaciones
significativas en los niveles de IgG durante
los periodos de evaluacion. Ademas, la des-
viacion estandar fue pequefia en cada dia de
seguimiento (SD <0.10) (Cuadro 1). Indivi-
dualmente, los niveles de IgG disminuyeron
hasta el dia 15 (Cuadro 5).
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Cuadro 1. Medidas de tendencia central y de dispersion de los cuatro grupos experimentales:
(Gi1) inoculado con bacterina, (Gz) inoculado con proteina rP6-like, (G3)
inoculado con bacterina + rP6-like, (Ga4) control

Dia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Media! DE EE Media> DE EE Media! DE EE Media! DE EE
0 0.440* 0.097 0.043 0.572* 0.187 0.840 0.575* 0.182 0.082 0.480* 0.097 0.043
5 0.401* 0.031 0.037 0.528* 0.148 0.066 0.500* 0.130 0.058 0.430* 0.093 0.042
7 0.441* 0.111 0.050 0.847° 0.121 0.054 0.443* 0.067 0.030 0.446* 0.083 0.037
9 0.581°> 0.060 0.027 0.894c 0.241 0.130 0.553* 0.063 0.028 0.412* 0.100 0.045
12 0.554* 0.133 0.060 1.090¢ 0.549 0.160 0.565* 0.070 0.031 0.412* 0.064 0.028
15 0.577* 0.088 0.040 1.092¢ 0.281 0.169 0.609* 0.052 0.023 0.433* 0.081 0.037

1 Promedios en la misma columna con letras diferentes son estadisticamente diferentes con respecto
al dia 0 de su mismo grupo (p<0.05)
2 Promedios en la columna del grupo inoculado con la rP6-like (Gy) con letras diferentes son
significativamente diferentes con el grupo control (Gg)

DE: Desviacién estandar; EE: Error estandar

Niveles de IgG

0.7
*

0.6

0.5

ODsso

-e- Bacterina

04 -= Grupo control

(l) é 1.0 1'5 2'0
Dias post-inoculacion

Figura 1. Resultados del ELISA para los ni-
veles promedio de IgG (OD,, ) anti-proteina
total de Pasteurella mulcocida en el grupo
inoculado con una bacteria (G,). Las barras
de error son los errores estandar. *: Valor
diferente al dia cero (p<0.05)

Niveles de IgG

* *

ODsso

-o- P6- like

-& Grupo control

0 f') 1'0 1‘5 2'0

Dias post-inoculacién
Figura 2. Resultados del ELISA para los ni-
veles de IgG (OD650) anti- rP6-like en el
grupo inoculado con P6-like (G,). Las barras
de error son los errores estandar. *: Valor
diferente al dia cero del grupo control (p<0.05)

La zona de inoculacion de no presentd
alteraciones inflamatorias ni signos de enfer-
medad en ninguno de los animales.

DiSscUusION

El producto biologico que genero la
mayor cantidad de anticuerpos con relacion
al dia cero fue la rP6-like. Estos resultados
complementan los hallazgos de Maximiliano
et al. (2018), quienes encontraron que la rP6-
like estimula una respuesta de tipo Th2 (IgG).
Sumado a esto, los resultados concuerdan con
Sivachandra et al. (2017), quiénes obtuvie-
ron una elevacion significativa de la IgG en
el dia 21 en ratones. No obstante, la eleva-
cion de IgG no fue tan marcada como los
llevados a cabo en estudios en ratones (Okay
et al.,2012; Shivachandra et al., 2014) debi-
do, probablemente, a que las alpacas ya es-
taban expuestas a la proteina P6-like. Los
resultados de la proteina son mas alentado-
res a corto plazo que los demas productos
bioldgicos, probablemente, debido a que la
naturaleza proteica de la P6-like produjo un
mayor estimulo sobre las células CD4+ Th2,
con la consecuente formacion de centros
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Cuadro 2. Densidades Opticas para los niveles de IgG (ODsso) anti-proteina total de
Pasteurella multocida en cada animal inoculados con la bacterina (Gy)

Dias pos-inoculacion

Animal
0 5 7 9 12 15
1 0.438 0.355 0.425 0.606 0.566 0.636
2 0.501 0.442 0.507 0.541 0.492 0.494
3 0.539 0.525 0.512 0.561 0.546 0.696
4 0.437 0.316 0.511 0.675 0.765 0.566
5 0.285 0.367 0.252 0.526 0.403 0.495

Cuadro 3. Densidades oOpticas para los niveles de IgG (ODgso) anti-rP6-like en cada
uno de los animales inoculados con la rP6-like (G>)

Dias pos-inoculacion

Animal
0 5 7 9 12 15
1 0.687 0.609 0.866 1.019 1.285 1.327
2 0.581 0.435 0.639 0.665 0.747 0.812
3 0.803 0.748 0.940 1.050 1.284 1.416
4 0.470 0.465 0.924 0.603 0.819 0.825
5 0.320 0.384 0.865 1.132 1.316 1.081

Cuadro 4. Densidades oOpticas para los niveles de IgG (ODsso) anti-proteina total de
Pasteurella multocida en cada animal inoculado con la bacterina + rP6-

like (G3)
) Dias pos-inoculacion
Animal
0 5 7 9 12 15
1 0.865 0.634 0.354 0.620 0.656 0.638
2 0.401 0.354 0.479 0.541 0.504 0.533
3 0.620 0.479 0.506 0.461 0.486 0.583
4 0.539 0.398 0.388 0.539 0.598 0.625
5 0.450 0.634 0.490 0.605 0.583 0.666
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Cuadro 5. Densidades Opticas para los niveles de IgG (ODeso) anti rP6-like en cada
animal inoculado con solucion salina normal (Gs)

Dias pos-inoculacion

Animal
0 5 7 9 12 15
1 0.546 0.415 0.479 0.456 0.433 0.487
2 0.467 0.446 0.477 0.377 0.410 0.396
3 0.428 0.450 0.366 0.346 0.389 0.425
4 0.356 0.290 0.357 0.317 0.327 0.322
5 0.603 0.549 0.554 0.566 0.503 0.534
Niveles de IgG moniae (Shao et al., 2010) y Streptococcus

0.7

0.64

0.53

ODsso

-s~ Bacterina + P6

-
0.4 Grupo control

0 5 10 15 20
Dias post-inoculacion

Figura 3. Resultados del ELISA para los ni-
veles promedio de IgG (OD,, ) anti-proteina
total de Pasteurella multocida en el grupo
inoculado con rP6-like + bacterina (G,). Las
barras de error son los errores estandar

germinativos y generacion de células B de
memoria, ya que ha sido una exposicion se-
cundaria al antigeno, lo cual es compatible
con lo formulado por Vinuesa et al. (2005) y
Siegrist (2008).

La bacterina produjo una elevacion de
anticuerpos a partir del noveno dia, pero de-
cayeron al dia 15. Estos resultados son com-
patibles con los hallazgos de Sun (2009), quién
reportd una pobre inmunogenicidad estimu-
lada por una bacterina de P. multocida ino-
culada en ovejas. Esta ineficacia de las
bacterinas también se ha observado en estu-
dios con Mycoplasma hyopneumoniae (Fisch
et al., 2016), Actinobacillus pleuropneu-

suis (Hsueh et al., 2017). Este suceso podria
deberse a la composicion multiple de la bacterina
que conlleva a una pobre estimulacion de los
centros germinativos (Siegrist, 2008). Esto
también ha podido ocurrir debido a la dismi-
nucion en la concentracion de las proteinas
P6-like expresadas por la cepa de P.
multocida por la «domesticacion» de la cepa
laboratorial (Fisch et al., 2016).

Los dos productos combinados no re-
sultaron en una elevacion de los niveles de
anticuerpos, a diferencia del trabajo de Hsuan
et al. (2009), quiénes comprobaron que los
anticuerpos aumentan considerablemente al
inmunizar cerdos con rPMT junto con una
bacterina. El resultado del presente estudio
pudo deberse a que la bacterina posee un
efecto deletéreo o anérgico, tal como los ex-
puestos en el estudio de Dabo er al. (2007).
Si este fuera el caso, la bacterina junto con la
rP6-like podria ser una mala combinacion para
continuar con ensayos de validacion.

El grupo control presento ligeras des-
viaciones con respecto a la media del dia 0
(Figuras 1-3), posiblemente debido a facto-
res no controlados, como la temperatura am-
biental, la cual es un factor influyente sobre
la reactividad de los monocitos (Arias et al.,
2016). El tiempo control de todos los grupos
(dia 0) presentd también niveles muy altos de
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anticuerpos a diferencia de otros estudios
(Okay et al.,2012; Shivachandra et al., 2014;
Wei et al.,2017) debido a que, probablemen-
te, P multocida presente en la microbiota
estimul6 la produccion de anticuerpos anti
rP6-like y anti-proteina total de P. multocida
(De Steenhuijsen et al., 2015). Esto repre-
senta una limitante de las pruebas serologicas
en agentes que forman parte de la microbiota;
sin embargo eso no ha sido un impedimento
para comprobar la eficacia vacunal, tal es el
caso de la vacuna contra la enterotoxemia
en alpacas (Rosadio et al., 2012).

Adicionalmente se comprob6 que la ino-
culacion de los tres productos bioldgicos no
produce efectos adversos visibles en anima-
les jovenes, lo cual contribuye a los estudios
de inocuidad. Estos resultados son compati-
bles con los trabajos de Moreno ef al. (2016)
y de Shivachandra et al. (2017) en alpacas y
ratones, respectivamente.

Dentro de las limitaciones de este estu-
dio, los resultados de densidades Opticas de
los tres productos bioldgicos no fueron com-
parables, debido a las dos pruebas de iELISA
que se utilizaron para la medicion de IgG
(Crowther et al., 2009). Asi mismo, el tama-
fio de muestra reducido utilizado en el ensa-
yo limitd el poder estadistico; sin embargo,
las diferencias encontradas entre G, y el gru-
po control fueron suficientes para no atribuir-
las al error aleatorio (Triola et al., 2009). Por
otro lado, el uso exclusivo de hembras tuis
limita la generalizacion de los resultados, pese
a que aun no existe evidencia que la inmuni-
dad humoral sea diferente entre alpacas ma-
cho y hembra, a diferencia de ovinos (Sun,
2009).

Estos primeros ensayos con la proteina
recombinante han permitido conocer su ca-
pacidad inmunogénica, pues se ha logrado
establecer que rP6-like es capaz de generar
anticuerpos especificos de manera significa-
tiva y la respuesta generada en estos prime-
ros ensayos indican que, de manera prelimi-
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nar, podria actuar mejor sola que en combi-
nacion con una bacterina. Seran necesarios
mas estudios para conocer el nivel minimo
protector de anticuerpos y la eficacia de la
vacuna elegida.

CONCLUSION

La rP6-like estimula la produccion de
anticuerpos IgG en alpacas tui hembras.
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