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Ag: Antigeno

Agson: Antigeno Sonicado

Agus: Antigeno heat shock

Agror: Antigeno total

BSA: Seroalbimina bovina

CctA: Toxina A de Clostridium chauvoei

CFR: Cdodigo Federal de Regulaciones de Estados Unidos
DLso: Dosis letal 50

Dpv: dia(s) post vacunacion

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
FC: Frecuencia cardiaca

FR: Frecuencia respiratoria

kDa: kilodalton

mA: miliampere

OD: Densidad éptica

ON: Toda la noche

PBS: Buffer fosfato salino

PBST: solucion al 0,05% de Tween®20 en Buffer fosfato salino
1% BSA PBST: solucion al 1% (p/v) de BSA en PBST
Ph. Eu.: Farmacopea europea

PMN: leucocitos polimorfonucleares

PVDF: membrana de polivinildenedifloride

rpm: revoluciones por minuto

S/C: via sub-cutdnea

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

TA: Temperatura ambiente
TLLC: Tiempo de llenado capilar
UA: Unidades arbitrarias

Vacunas veterinarias; Clostridium chauvoei; anticuerpos; eficacia.
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La generacidn de conocimiento y la comprensién del funcionamiento del sistema inmune han
permitido desarrollar nuevas vacunas y optimizar las existentes, provocando una expansion a
nivel mundial en la industria productora de vacunas. El sector de vacunas veterinarias no ha
sido la excepcidn y esta expansion ha traido como consecuencia una tendencia a aumentar las
exigencias, alcanzando niveles similares a los requeridos para las vacunas humanas. Los
organismos reguladores exigen para las vacunas veterinarias controles de calidad, potencia,
inocuidad y esterilidad para cada lote de vacuna producido. Ademas, para registrar una nueva

vacuna se exige la realizacion de controles de eficacia en especies de destino.

Las vacunas clostridiales son componentes fundamentales de los esquemas de sanidad del
ganado ya que constituyen el principal mecanismo para prevenir las clostridiosis, causadas por
bacterias del género Clostridium, para las que no existe un tratamiento eficaz. C. chauvoei es el
agente etiolégico de la gangrena gaseosa y del carbunclo sintomatico, enfermedades de
incidencia mundial que afectan principalmente a bovinos jovenes, y se considera que son de
las principales causantes de pérdidas econdmicas. Dado que no se conocen cuales son los
antigenos que confieren inmunidad protectiva contra C. chauvoei, en las vacunas clostridiales
éste es incluido en forma de bacterina. Asimismo, no se han dilucidado completamente cudles

son los mecanismos del sistema inmune involucrados en la proteccidn de los animales.

En este contexto, y en colaboracidn con una industria nacional productora de vacunas
clostridiales, se estudié la respuesta inmune humoral a corto y largo plazo generada frente a
vacunacion y desafio contra C. chauvoei en bovinos. Para ello se optimizd un ELISA especifico
contra C. chauvoei, que permitid titular la respuesta humoral inducida por la vacunacién. En
particular, se observd que los animales vacunados respondieron exhibiendo un alto titulo de
anticuerpos luego de dos inmunizaciones y de la revacunacion anual, sugiriendo que la vacuna
induciria respuesta de memoria inmunoldgica. Si bien existe cierta correlaciéon entre la
respuesta humoral y la proteccion de los animales vacunados, nuestros resultados
preliminares sugeririan la respuesta humoral por si sola no seria suficiente para la evaluacion
de la eficacia, siendo necesario realizar estudios mas exhaustivos para evaluar qué otros
mecanismos estarian involucrados en la proteccion de esta infeccion. Ademas, se estudié el
patrén diferencial de reconocimiento antigénico entre animales vacunados y no vacunados
mediante Western Blot. Los resultados exhibieron bandas que podrian corresponder con
proteinas candidatas a antigenos involucrados en la inmunogenicidad de C. chauvoei. Algunas
de estas bandas podrian correlacionarse con proteinas reportadas en la literatura como

inmunogénicas, sin embargo se requeriria su confirmacién mediante estudios de protedmica.
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Con el fin de mantener la salud de los animales y el buen funcionamiento de los programas de
sanidad animal es imprescindible la administracidn de vacunas puras, inocuas, potentes y
eficaces. La inmunizacidn de los animales con vacunas de buena calidad es el principal método
de control de muchas enfermedades animales. La eficacia de las vacunas como medio de
control varia entre las diferentes enfermedades, por ello algunas vacunas pueden ser muy
eficaces previniendo la infeccion y diseminacidn del agente infeccioso; otras pueden prevenir
la enfermedad pero no la infeccién; y en otros casos, solo puede reducir la severidad de la

enfermedad (OIE, 2008).

En tal sentido, el disefio y desarrollo de nuevas vacunas y la optimizaciéon de las existentes
requiere del conocimiento profundo de las caracteristicas del agente infeccioso y de los
mecanismos inmunolégicos inducidos por la vacuna en los animales de destino. La generaciéon
de conocimiento y los avances biotecnoldgicos, han contribuido en ese sentido y han generado
una expansién a nivel mundial del sector. Dicha expansion ha traido como consecuencia una
tendencia a aumentar las exigencias de la industria veterinaria, al punto de ser muy similares a
las de la industria farmacéutica productora de vacunas para humanos (Chabalgoity, 2005).
Uruguay no es la excepcidn a esta situacion mundial, ya que la industria productora de vacunas
veterinarias ha tenido una importante expansion en la ultima década convirtiéndose en un
sector relevante en la generacion de nuevas exportaciones de nuestro pais (Snoeck et al.,
2009). En particular, las vacunas clostridiales son componentes fundamentales de los
esquemas de sanidad del ganado ovino y bovino ya que constituyen el principal mecanismo

para prevenir las clostridiosis.

Clostridiosis y Clostridium chauvoei

Se le denomina clostridiosis a un conjunto de enfermedades infecciosas no contagiosas
causadas por bacterias del género Clostridium. Una de las clostridiosis mas importantes que
afecta al ganado bovino y ovino, es la causada por Clostridium chauvoei, un bacilo Gram
positivo, mavil, estrictamente anaerobio, que posee capacidad de esporular cuando el medio
no le es favorable, siendo capaz de perdurar en el suelo, su reservorio natural, de manera
viable durante afios (Hirsh, 2004). Hay dos enfermedades que se pueden desencadenar por la
infeccidn de C. chauvoei, una de ellas se conoce como “mancha” o carbunclo sintomatico, y la
otra se denomina gangrena gaseosa; esta Ultima también puede ser causada por C. novyi.

Ambas presentan incidencia mundial y una vez que se desarrollan no existe un tratamiento
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eficaz para contrarrestarlas. Aunque es posible tratar animales enfermos no moribundos con
penicilina, los resultados por lo general no son buenos debido a la gran extensién de las
lesiones, y los animales infectados mueren por intoxicacién sistémica a los pocos dias de
comenzados los sintomas, causando importantes pérdidas econdmicas en la produccién

ganadera.

En bovinos, C. chauvoei ingresa al organismo en forma esporulada desde el suelo,
generalmente por via oral (junto al alimento o agua contaminada) o mediante heridas, desde
las que se disemina por via sanguinea al resto del organismo. La mancha es considerada una
infeccion enddgena, debido a que una vez que las esporas son ingeridas por el animal
permanecen latentes hasta que cualquier proceso que provoque condiciones de anaerobiosis,
como la ruptura del tejido muscular, permita su germinacion con la consecuente multiplicacion

del microorganismo y la produccién de toxinas (Rood et al., 1997; Useh et al., 2003).

Las lesiones se hacen evidentes 24 horas después de la germinacién de las esporas, y se
caracterizan por edema, hemorragia y necrosis de las miofibrillas. Los animales afectados
presentan inflamaciones crepitantes en la musculatura, particularmente en las extremidades,
con una extensiodn rigida caracteristica de los miembros. Finalmente, hay una bacteriemia que
se da Unicamente en la fase final de la enfermedad y conlleva a la muerte del animal 1 a 3 dias
desde la aparicidon de signos clinicos. En bovinos, la enfermedad afecta principalmente a

individuos jovenes de entre 6 meses y 2 afios de edad (Robson, 2007).

Respuesta inmune

Existe extensa bibliografia sobre la seguridad de las vacunas contra C. chauvoei, sin embargo
son escasos los reportes sobre los mecanismos del sistema inmune que se desencadenan ya
sea frente a una infeccidn o inducida por la vacunacion contra esta especie bacteriana (Uzal,
2012). Los reportes sobre la respuesta protectiva no son concluyentes, algunos autores
sostienen que se caracterizaria principalmente por una respuesta temprana de IgM, que no
permaneceria en el tiempo, seguida de una repuesta de IgG que seria la que efectivamente
conferiria la proteccion contra C. chauvoei (Chandler, 1975). Sin embargo, otros autores,
sostienen que la respuesta de IgM también seria importante en la proteccién (Tanaka et al.,
1987). Ademas, se ha reportado que la respuesta humoral anti flagelina y anti antigenos
somaticos seria protectiva frente a la vacunacién y desafio (Stefanini de Guzman et al., 1999;
Tamura and Tanaka, 1984). Por otra parte, se ha reportado que la inmunidad humoral seria

importante en la proteccidn, pero no suficiente para proteger a los animales, y que
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particularmente los linfocitos polimorfonucleares (PMN) estarian involucrados en Ia
proteccion, debido a que los anticuerpos anti-flagelina serian anticuerpos opsonizantes, y los
microorganismos opsonizados por dichos anticuerpos, serian luego eliminados por fagocitosis

mediante los PMN (Tanaka et al., 1987).

Vacunas contra C. chauvoei

La vacunacidn contra C. chauvoei como método de prevencién ha sido utilizado en todo el
mundo por mas de 70 afios (Uzal, 2012), y junto a un adecuado manejo del ganado, constituye
el principal mecanismo para controlar la mancha y las clostridiosis en general. Por esta razon
las vacunas clostridiales forman parte del esquema de sanidad de los productores

agropecuarios (Koval et al., 2007).

Las vacunas clostridiales pueden ser mono o multivalentes, dependiendo si contienen
antigenos de una o varias especies de Clostridium, respectivamente. Generalmente, las
vacunas presentes en el mercado son multivalentes. Estas son de primera generacion, es decir,
que para su produccién se utilizan métodos de detoxificacion o atenuacidon de
microorganismos virulentos. Para su preparacidn se utilizan antigenos en forma de toxoide o
de bacterinas-toxoide. Un toxoide es un producto bacteriano que contiene la toxina, se
encuentra libre de células, no presenta toxicidad (esta inactivado) y sin embargo, es
antigénico. Una bacterina-toxoide es una suspensién bacteriana de células, contenidas en su
medio de cultivo o un concentrado del mismo, que ha sido inactivada pero que es antigénica
(Madigan et al., 2004). El método mdas comun para la generacién de toxoides o bacterinas,

consiste en el agregado de formol.

En particular, en la produccién de vacunas anti-C. chauvoei se utilizan antigenos en forma de
bacterinas-toxoide. La incorporacidon de C. chauvoei como bacterina se debe a que no se
conocen exactamente cudles son los componentes que confieren resistencia a los animales
vacunados, y se cree que el rol predominante en la proteccidon estaria constituido por
antigenos no excretados, componentes flagelares y de la pared celular (Chandler, 1975;
Chandler and Gulasekharam, 1974; Mattar et al., 2007; Ontiveros Corpus et al., 2008).
Asimismo, se han caracterizado algunas toxinas producidas por C. chauvoei como
hialuronidasas (y), desoxirribonucleasas (B), sialidasas (o neuroaminidasas) y hemolisinas
sensibles al oxigeno que jugarian un papel importante en los mecanismos patdgenicos ya que
podrian dafiar el ADN celular, o producir la separacion del intersticio celular (Useh et al., 2003;
Vilei et al.,, 2011). En particular, recientemente se ha caracterizado una nueva toxina

denominada toxina A de C. chauvoei (CctA), una hemolisina de 32,5 kDa perteneciente a la
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superfamilia de las leucocidinas. Segun lo reportado, podria tratarse del mayor factor de
virulencia de C. chauvoei, y seria el antigeno que efectivamente conferiria proteccion frente a

la infeccion por este microorganismo (Frey et al., 2012).

Los estdndares y controles de produccidon son imprescindibles para asegurar la disponibilidad
de productos uniformes de buena calidad para el uso en los programas de sanidad animal. Los
métodos y requisitos exigidos para la comercializacion de las vacunas pueden variar de un pais
a otro y se especifican en las regulaciones regionales o locales, en particular en la Farmacopea
Europea (Ph. Eu.), en el Cédigo Federal de Regulaciones (CFR) de Estados Unidos, y a nivel
regional en la Norma MERCOSUR. Estas regulaciones exigen controles de calidad, potencia,
inocuidad y esterilidad para cada lote de vacunas producido, mientras que para registrar una
nueva vacuna para su comercializacion se requieren ademads controles de eficacia. La
rigurosidad de estos controles ha aumentado conforme a la expansién del sector y al aumento

de las exigencias por parte de los organismos reguladores.

La eficacia estd dada por el nivel de inmunidad protectiva inducida en la especie de destino.
Dado que las vacunas clostridiales varian en la composicién de especies de Clostridium, y en el
adyuvante, pueden diferir significativamente en su habilidad de inducir inmunidad protectiva.
La confirmacién de la proteccidn en vacunas veterinarias se determina usualmente mediante
ensayos de vacunacién y desafio en la especie de destino, como en el caso de los antigenos de
C. chauvoei que son incluidos en las vacunas como bacterinas. Sin embargo, recientemente
algunos investigadores han sugerido que la respuesta inmune humoral podria llegar a ser un
buen marcador de proteccién para determinar la eficacia de las vacunas clostridiales (Cervino

et al,, 2011).

Los ensayos de proteccidn deben ser correlacionadas con ensayos de potencia. Estos ultimos
se realizan como requisito para la liberacion de cada lote de vacunas producido, para asegurar
qgue se alcancen niveles de proteccidn similares a los reportados en las especie de destino
cuando se registrd el producto (Romberg et al., 2012). Para C. chauvoei, las normas vigentes
exigen que el ensayo de potencia se realice en cobayos por desafio directo con suspension de
esporas 0 con una cepa virulenta, donde el 87,5% de los cobayos desafiados deben resultar
protegidos (Ph.Eu., 2010). Este minimo nivel aceptado en el ensayo de potencia se
correlaciona con la proteccién demostrada en los ensayos en la especie de destino (Heldens et

al., 2008).

En este contexto, nos planteamos realizar este proyecto, en colaboraciéon con una industria
nacional productora de vacunas clostridiales, lo que nos permite acceder a muestras

relevantes que son dificiles de obtener dada la complejidad del trabajo con bovinos. Asimismo,
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nos brinda la posibilidad de realizar estudios que permitirian avanzar en la definicion de
correlatos inmunoldgicos de proteccién para evaluar la eficacia de estas vacunas de manera
mas precisa. Como punto de partida se tomaran dos trabajos de campo en bovinos realizados
por la empresa colaboradora: un ensayo de vacunacidon y desafio para el estudio de Ia
proteccidn contra este patdgeno y un ensayo de vacunacién donde se evalud la duracién de
inmunidad. A partir de estas muestras, se analizara la respuesta inmune humoral especifica a
corto y largo plazo en respuesta a la vacunacién y frente al desafio contra C. chauvoei, y se

determinara su aplicabilidad en el control de la eficacia contra esta especie de Clostridium.
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El objetivo de este trabajo es caracterizar la respuesta inmune humoral anti-Clostridium
chauvoei en bovinos, desencadenada por la vacunacion clostridial polivalente y el desafio con
C. chauvoei y determinar su aplicabilidad en el control de la eficacia contra esta especie de

Clostridium.

Obijetivos especificos:

1) Evaluacién de la respuesta humoral frente a vacunacion y desafio contra C. chauvoei
mediante inmunoensayo (ELISA). Andlisis comparativo entre la respuesta de anticuerpos

especificos y la proteccién frente al desafio.

2) Evaluacién de la duraciéon de la inmunidad humoral frente a vacunacién contra C. chauvoei

mediante inmunoensayo (ELISA).

3) Identificacidon de posibles proteinas inmunogénicas de C. chauvoei en bovinos, mediante

Western Blot.

Pagina 9



ENSAYOS DE VACUNACION Y DESAFIO EN BOVINOS

Como punto de partida de este trabajo se tomé una colaboracién establecida entre una
empresa local productora de vacunas veterinarias y nuestro laboratorio, que nos permitio
acceder a muestras de sueros bovinos obtenidos en ensayos de eficacia de vacunas
policlostridiales contra C. chauvoei realizados por la empresa. En particular, se realizaron dos
ensayos a campo: un ensayo de desafio con C. chauvoei y ensayo de vacunacién con una

vacuna policlostridial.

En los dos ensayos se utilizaron bovinos de ambos sexos de razas Aberdeen-Angus, Hereford y
cruza entre ellas, de 4 a 6 meses de edad y 90 a 150 kg. Al comienzo de los ensayos, todos los
animales se encontraban en buenas condiciones sanitarias y libres de pardsitos. La vacuna a
evaluar es una vacuna clostridial polivalente (C. chauvoei, C. haemolyticum, C. novyi tipo B, C.
perfringens tipos B, Cy D C. septicum, C. sordellii, C. tetani) inactivada. La inoculacion se
realizd de acuerdo al esquema recomendado por el fabricante: dos dosis de 3 ml por via
subcutdnea con 42 dias de diferencia, y en el ensayo de vacunacion una revacunacion (1 dosis)
anual. En ambos ensayos, el grupo control fue inoculado de la misma manera con suero

fisioldgico.

Ensayo de vacunacion y desafio

La empresa productora de la vacuna realizé el ensayo de vacunacion y desafio de bovinos
contra C. chauvoei en colaboracidn con la Unidad de Reactivos y Biomodelos de

Experimentacion (URBE) de la Facultad de Medicina, Universidad de la Republica.

Seis bovinos fueron vacunados con la vacuna policlostridial a los dias 0 y 42 (grupo Vacunados)
y 2 bovinos con solucion fisioldgica (grupo Testigo). Al 56 dia post vacunacion (dpv) se desafié
a todos los animales con una suspension de esporas de C. chauvoei en 10 % CaCl, de 2000 DLs,
cosavo por via intramuscular en un cuarto posterior. Se evaluaron los sintomas clinicos de los
animales desafiados (vacunados y testigos) desde el 56 hasta el 59 dpv y se tomaron muestras

de sangre a los 0, 56, 58 y 59 dpv, tal como se muestra en el esquema de la Figura 1.

Ensayo de duracion de inmunidad:

Veinte bovinos fueron distribuidos en dos grupos: 10 recibieron la vacuna policlostridial (grupo
Vacunados) y 10 recibieron suero fisiologico (grupo Testigo). Se obtuvieron muestras de sueros

de todos los animales a los siguientes tiempos: 0, 56, 90, 180, 365, y 400 dpv (Fig. 3).
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Durante el ensayo, la empresa realizo la titulacién de los anticuerpos especificos contra todas
la valencias mediante la técnica de seroneutralizacidn, salvo para C. haemolyticum y C.

chauvoei.

PREPARACION DE ANTIGENOS

Se prepararon antigenos sonicado (Agson), heat shock (Agys) v total (Agror) de C. chauvoei a
partir de dos tipos de muestras: cultivos sin inactivar e inactivados (bacterina). Los antigenos
preparados a partir de cultivos sin inactivar fueron utilizados para la técnica de Western Blot
debido a que no presentan formol, el cual interfiere en la separacién electroforética de las
proteinas, generando un patrén de smear. Para la realizacidn de la técnica ELISA se utilizaron

los antigenos preparados a partir de bacterinas.

Para la preparacién del Agsoy se realizd una serie de sonicado en frio a una amplitud de 50 mA:
10 ciclos de 10 segundos intercalados con 10 segundos de descanso, y posteriormente 3 ciclos
de 20 segundos intercalados con 10 segundos de descanso. El sonicado se centrifugd durante 5
minutos a 12000 rpm a 42C y se selecciond el sobrenadante. El Agys se prepard hirviendo la
muestra durante 10 minutos, y colocdndola en frio inmediatamente durante 10 minutos.
Luego se centrifugd 5 minutos a 12000 rpm a 49C y se seleccioné el sobrenadante. El Agror se
preparé mediante la mezcla equivalente (volumen/volumen) de los antigenos sonicado y heat

shock. La cuantificacion proteica se determind mediante el método de Bradford.

ELISA

La titulacidon de anticuerpos bovinos anti-C. chauvoei en ambos ensayos se realizé mediante
ELISA. Brevemente, se sensibilizaron placas Nunc-Immuno™ Plate, MaxiSorp de 96 pocillos
(Sigma) con 100 pl del Agror a una concentracién de 50 pg/ml durante 2 horas a 37 C. Se
realizaron 3 lavados de 2 minutos cada uno con una solucion al 0,05% de Tween®20
(Polyethylene glycol sorbitan monolaurate) en Buffer fosfato salino (PBST), y posteriormente se
bloqued con 200 ul de 1% de seroalbimina bovina (BSA) (Sigma) en PBST (1% BSA PBST)
durante 16 horas a 4 2C. Transcurrido el bloqueo, se lavaron las placas y se incubaron los
sueros problema en dos diluciones (1/200 y 1/400) durante 16 horas a 4 2C, utilizando 1% BSA
PBST como buffer de diluciéon. Luego de 3 lavados con PBST, se incuba el anticuerpo
secundario anti-lgG Bovino producido en conejo y conjugado a peroxidasa (Sigma) en una
dilucion 1/5000 en buffer 1% BSA PBST. Para revelar se incuban 100 ul por pocillo del kit
SIGMA FAST™ OPD por 15 minutos a 37 C. La reaccién se detuvo con 30 ul por pocillo de 3M
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acido sulfurico (H,SO,). Las lecturas se realizaron a 490 nm en el lector de placas de ELISA MRX

Il Microplate reader (DYNEX Technologies).

El titulo de anticuerpos se determiné como:

0.D muestra
0.D control positivo — 0.D control negativo

Titulo de anticuerpos=

El control positivo corresponde al pool de sueros de los animales vacunados del 56 dpv, y el

control negativo corresponde al pool de sueros de los animales vacunados del O dpv.

Se establecié el nivel basal de anticuerpos en la poblacién, determinando la linea de base
(“cut-off’) de manera de detectar los aumentos inducidos especificamente por la vacunacion.
Para esto, se titularon los sueros de los animales de ambos ensayos (n=28) previo a la
vacunacion (0 dpv). Una vez obtenidos estos resultados, se definié el “cut-off’ como el

promedio de los titulos mds 3 desvios estandar (3DS) (Steinman et al., 2006).

WESTERN BLOT

Para analizar el patrdn proteico de las muestras se realizaron ensayos de Western Blot. Para
ello, se prepararon geles de poliacrilamida [solucidon al 30 % de acrilamida/bisacrilamida (29:1)]
(Sigma) al 12 % de 1,5 mm de espesor y 15 carriles, segun protocolo SDS-PAGE (Lane, 1988). En
cada carril se sembraron 15 pg de Agror preparado a partir del cultivo activo de C. chauvoei en
buffer de muestra (0,125 M Tris-Cl, 4% SDS, 20% v/v glicerol, 0,02 % azul de bromofenol, pH
6,8) y 5 % B-mercaptoetanol. La corrida se realizé con buffer Tris-Glicina de pH 8,3 a voltaje

constante (150 Volts).

Los antigenos separados electroforéticamente fueron transferidos a una membrana de
polivinildenedifloride (PVDF) (Immobilon P transfer membrane, Millipore Co) a 80 mA durante
16 horas a 4°C, utilizando el buffer 25 mM Tris 192mM glicina y 20 % metanol. Finalizada la
transferencia, se corrobord la presencia de proteinas en la membrana mediante tincién
transitoria con Rojo de Ponceau. Las membranas fueron fraccionadas en tiras y se bloquearon
con 1% BSA PBST durante 90 minutos a temperatura ambiente (TA). Transcurrido el bloqueo,
se lavaron 10 veces con agitacion por 2 minutos con 0,1 % Tween®20 en PBS. Los sueros
problema fueron incubados, con agitacién en una dilucién 1/100 en buffer 1% BSA PBST
durante 45 minutos a 37 °C. Para la evaluacidn de los sueros de los animales Testigo, se realizd
un Pool por ensayo y por dia, mientras que los sueros de los animales vacunados se evaluaron

individualmente. Luego, se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG-Bovine conjugado
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a peroxidasa (Sigma) en una dilucién 1/7500 durante 1 hora a 37 oC. Las membranas fueron
lavadas y se revelaron por quimioluminiscencia con el kit Amersham ECL™ Prime Western
blotting detection reagent (GE Healthcare). La captacién de la quimioluminiscencia se realizd

con el sistema de captacion de imagenes G-box (Syngene).

ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar las diferencias estadisticas de los datos obtenidos de la titulacion de sueros se
utilizé del programa Graph Pad Prism version 5.00 (GraphPad Software, San Diego California,
USA). Por tratarse de datos no paramétricos, se utilizo el Test de Kruskall-Wallis y el post-test

de Dunn.

Pagina 13



A) Optimizacion de ELISA especifico contra C. chauvoei

Con el fin de analizar la respuesta inmune humoral especifica contra C. chauvoei se realizé la
optimizacion de un ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) especifico. Para la
optimizacidn se evaluaron las diferentes etapas de la técnica en distintas condiciones,
utilizando pooles de sueros de animales vacunados extraidos pre y post-vacunacion (0 y 56
dpv) como controles negativo y positivo, respectivamente. La seleccidn de la condicion 6ptima
para el desarrollo del ELISA se basd en encontrar las condiciones que presentaban mayores
diferencias de densidad éptica (OD) entre los controles positivo y negativo, y menores valores

de OD para los controles sin suero (control de Blanco).

Para obtener el antigeno de sensibilizacion se evaluaron diferentes lotes industriales de
bacterinas, cedidas por la empresa productora, de las cuales se eligieron tres (Lotes: 1, 2 y 3)
que presentaban mayores valores de potencia y crecimiento bacteriano (datos suministrados
por la empresa). A partir de estos lotes se prepararon antigenos Agus, Agson Y Agror,
obteniéndose las proteinas adheridas a la pared celular con el primero y todas las proteinas de
la célula en los otros dos tal como se explica en Materiales y Métodos. Los resultados de la

cuantificacion proteica se detallan en la Tabla 1.

Bacterina Antigeno Concentracién proteinas
(rm/ml)
Ths 2714
1 Lson 2200
Lror 2457
2us 4712
2 250 3555
2107 4133
3k 4382
3 350n 4227
3ror 4305

Tabla 1. Concentracion proteica de los antigenos (Agys, Agson Y Agro7) de C. chauvoei preparados
a partir de 3 lotes industriales de bacterinas.

La bacterina 1 presenta menor rendimiento proteico que las bacterinas 2 y 3, las cuales

presentan buenas concentraciones proteicas y son similares entre si.
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Para la sensibilizacién, se probaron los tres tipos de antigenos a 4 concentraciones diferentes
(10, 20, 50, y 100 pg/ml). Con Ags.. Y Agror se obtuvieron, para todas las concentraciones,
valores de OD similares del control positivo y mayores que utilizando el Agys. Por ello, se
resolvié utilizar Agror, incluyendo proteinas de ambos antigenos. Se evaluaron dos condiciones
de sensibilizacién: 2 horas a 37 2C y 16 horas a 4 9C, y se selecciond una sensibilizacién de 2

horas a 37 2C con el antigeno 31,:a una concentracién de 50 pg/ml.

Se probaron distintos sistemas de buffer bloqueo y diluyente: 1 y 3% BSA en buffer PBST, 0,2 %
Tween®20 en PBS, y leche descremada al 5 y 0,5 % en PBST. Cada sistema evaluado se incubd
en dos condiciones, 16 horas a 4 2Cy 1 hora a 37 2C vy el sistema elegido fue el de 1% de BSA

PBST durante 1 hora a 37 C.

Seis sueros del 0 y 56 dpv fueron evaluados individualmente en 8 diluciones seriadas al medio
a partir de 1/100 para definir qué dilucion se encuentra dentro del rango de linealidad de
manera de asegurarnos que el sistema no se encuentra saturado. Se evaluaron 2 condiciones
de incubacidn, 2 horas a 37 2C y 16 horas a 49C. Las mejores condiciones se obtuvieron con

esta Ultima, y las diluciones elegidas para testear todos los sueros fueron 1/200 y 1/400.

Para cuantificar, se evalué la posibilidad de realizar una curva estandar con el pool de sueros
positivos, dentro de la cual se interpolarian los datos, sin embargo esto no fue posible debido a
que la linealidad se obtenia con bajos valores de OD. En funcién de ello, se utilizé una nueva
estrategia de cuantificacion donde se definen las unidades arbitrarias como el valor de OD
problema sobre la diferencia entre el valor de OD positivo y el negativo, multiplicado por 10

(ver en Materiales y Métodos).
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B) Evaluacion de la respuesta humoral frente a vacunaciéon y desafio
contra C. chauvoei. Anadlisis comparativo entre la respuesta de

anticuerpos y la proteccion frente al desafio.

El ensayo vacunacion y desafio fue descrito en Materiales y Métodos, y el esquema se muestra
en la Fig. 1. Los datos suministrados por la empresa que realizé el ensayo indican que todos los
animales vacunados (n=6) sobrevivieron al desafio sin desarrollar la enfermedad. Los animales
del grupo control (n=2) murieron a causa de una infeccién generalizada provocada por C.
chauvoei. Uno de ellos, murid al 57 dpv (1 dia post desafio), y el restante debid ser sacrificado

al dia 59 debido al avanzado estado de su enfermedad inducida por la infeccién.

0dpv 42 dpv
1era dosis 2da dosis 56 dpv
T T T T N BB
0dpv 56 58 59
dpv dpv dpv
Evaluacion

,I, Vacunacion S/C, ds bovina T Sangria J, Desafio con C. chauvoei sintomatologia

Figura 1: Esquema del ensayo de vacunacion y desafio contra C. chauvoei. Las flechas azules indican los tiempos de
vacunacion, y las rojas indican los diferentes tiempos de sangria (0, 56, 58 y 59 dpv). El desafio con una suspensién
de esporas de C. chauvoei al 56 dpv se sefiala con la flecha roja resaltada en amarillo. A los 56, 58 y 59 dpv se
evaluaron ademads los sintomas clinicos.

Para cuantificar el titulo de anticuerpos anti-C. chauvoei en los sueros bovinos se utilizd el
ELISA optimizado previamente. El valor del nivel basal de anticuerpos en la poblacion (cut off)

se determind tal como se explica en Materiales y Métodos y su valor fue de 4,422 UA.

Los animales vacunados exhibieron un aumento en el titulo de anticuerpos en respuesta a las
dos inmunizaciones (Fig. 2), aunque no fue significativo. Cinco de los seis bovinos vacunados, al
56 dpv, presentaron niveles de anticuerpos por encima del nivel de cut-off. El animal que no
sobrepasé dicho nivel igualmente aumento su titulo. Al 0 dpv, todos los animales presentaban
titulos menores al nivel basal, salvo un animal del grupo que luego recibid la vacuna. El titulo
de anticuerpos de los animales del grupo Testigo se mantuvo por debajo del nivel de cut off a
lo largo de todo el ensayo. Luego del desafio no se observaron diferencias significativas en la
respuesta del grupo vacunado, aungue se observé una leve disminucion al 58 dpv (2 dias post-

desafio).
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Figura 2 Titulo de anticuerpos IgG séricos anti C. chauvoei en bovinos en respuesta a vacunacion
y desafio. Dilucion de sueros 1/200. Los resultados son expresados en UA para el grupo de
animales testigo (DT) y vacunados (DV) a los diferentes dpv. Cut off: 4,422 UA. *: indica
diferencias significativas entre grupos (P < 0,05).

Como parte del ensayo de vacunacion y desafio contra C. chauvoei, se evaluaron los sintomas
clinicos de los animales durante el ensayo de desafio (Fig. 1). Para ello, disefiaron un sistema
para asignar un puntaje segln la sintomatologia clinica desarrollada que tenia un score
maximo de 20 (considerando el animal en estadio terminal de la enfermedad causada por la
infeccidn). Para asignar este puntaje se evalud: temperatura, frecuencia cardiaca (FC),
frecuencia respiratoria (FR), respuesta a estimulos (sensorio), estado de la mucosa ocular,
tiempo de llenado capilar (TLLC), calor, dolor, tumor, y edema de la reaccién local, y la pérdida

de la funcién del miembro inoculado.
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Ne 0 dpv 56 dpv 58 dpv 59 dpv
animal Anticuerpos Puntaje Anticuerpos Puntaje Anticuerpos Puntaje Anticuerpos Puntaje
(UA) (UA) (UA) (UA)

DV-01 1.061 0 6.099 0 5.135 2 4.670 2
DV-02 3.274 0 8.744 0 8.303 3 7.643 0
DV-03 1.435 0 5.082 0 4.640 1 4.234 1
DV-04 7.504 0 8.909 0 8.529 3 8.363 1
DV-05 1.495 0 3.453 0 2.357 8 2.733 1
DV-06 2.212 0 7.309 0 6.141 1 6.877 1
DT-11 2.945 0 2.601 0 *) 16 2 2
DT-12 1.480 0 2.646 0 1.051 14 0.571 16

Tabla 2: Comparacién entre el titulo de anticuerpos anti-C. chauvoei y el puntaje de
sintomatologia clinica . El disefio y evaluacién de los animales para asignacion de este puntaje fue
realizado por Dr. Martin Breijo, Dr. Pablo Alonzo y MsC. Rafael Pellegrino. Los animales del grupo
testigo (DT) se muestran en las filas grises, mientras que los animales del grupo vacunado (DV) se
muestran en las filas blancas. (*): no se dispone de muestra. £: Indica que el animal ha muerto y
por eso no hay muestra disponible. Valor de cut off: 4,422 UA.

Con los resultados de respuesta humoral especifica contra C. chauvoei y los datos
suministrados de la sintomatologia frente al desafio, se realizé un analisis comparativo con el
fin de definir si una buena respuesta de anticuerpos es un buen indicador de la proteccién de

los animales contra C. chauvoei.

Al 56 dpv, previo al desafio, los animales no presentaban sintomas, y como se menciond
anteriormente, el titulo de anticuerpos era superior al cut off en el grupo vacunado (Tabla 2).
Al 58 dpv (48 horas post-desafio), los animales de este grupo presentan valores bajos (1 a 3
puntos), salvo en el caso del animal DV-05, que obtuvo un valor de 8 puntos. No obstante, al
dia siguiente (59 dpv), el titulo de anticuerpos de este animal se mantiene estable, pero sus
sintomas disminuyen drasticamente, llegando a valores similares al del resto de los animales
del grupo vacunado. Los animales testigo, en cambio, presentaron valores de sintomatologia

altos respecto a los vacunados desde el 58 dpv (14 a 16 puntos).

Dentro del grupo de vacunados, al 58 dpv, se observa que los animales que alcanzaron valores
de 3 puntos son los que presentan mayor titulo de anticuerpos (animales DV-02 y DV-04). Uno
de ellos, el animal DV-02, es el que mas rapidamente se recupera, alcanzando un puntaje de 0
al 59 dpv. Por el contrario, en los testigos los sintomas se agudizan, al punto que al 58 dpv uno
de ellos ha muerto debido a una infeccidn generalizada por C. chauvoei y el otro fue sacrificado

al dia siguiente, debido a la avanzada infeccion.
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C) Evaluacion de la duracion de la inmunidad humoral frente a

vacunacion contra C. chauvoei

El ensayo realizado por la empresa productora de la vacuna fue descrito en Materiales y

Métodos, y el esquema se muestra en la Fig. 3.

La empresa productora realizd ensayos de seroneutralizacién contra todos los antigenos
incorporados en la vacuna en forma de toxoide durante todo el experimento. Los datos
suministrados sefialan que animales vacunados respondieron tanto a la vacunaciéon como a la
revacunacion, generando un alto titulo de anticuerpos al 56 y 400 dpv respectivamente. En los

animales testigos no se induce respuesta (datos no mostrados).

O0dpv 43 dpv 360 dpv

1era dosis 2da dosis Re-vac

Lo |

f r 1 1

0 56 20 180 360 400
dpv dpv dpv dpv dpv dpv

yl;\facunacic’)n S/C, ds bovina T Sangria

Figura 3: Esquema de ensayo de duracidn de inmunidad contra C. chauvoei en bovinos. Los animales fueron
inoculados, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante, con dos dosis de la misma vacuna policlostridial
utilizada en el ensayo de vacunacion y desafio (flechas azules). Las flechas rojas indican los tiempos de sangrado,
que se realizaron por puncidn de la vena yugular en los dias: 0, 56, 90, 180, 360 y 400 dpv.

Mediante la titulacidn realizada, se puede inferir que los animales vacunados respondieron a la
vacunacion, ya que al 56 dpv se observa un alto titulo de anticuerpos, superior al valor de cut
off, en este grupo, y no asi en el grupo testigo (Fig. 4). Este aumento es significativo respecto al
0 dpv de su grupo y al 0 y 56 dpv del grupo testigo. No obstante, este titulo disminuye
rapidamente, y al 90 dpv, es similar al valor de cut off. Luego de la revacunacién anual, al 400
dpv, se observa que el grupo vacunado indujo una respuesta frente a esta segunda
inmunizacion, caracteristica de un booster, ya que en términos absolutos, esta respuesta es
mayor a la respuesta mostrada al 56 dpv. Sin embargo, debido a la dispersion de los datos, no
hay diferencias significativas respecto al 360 dpv del grupo vacunados. Ademds, algunos
individuos del grupo testigo también inducen una respuesta. No se observan diferencias

significativas entre los grupos al 400 dpv.
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Figura 4. Titulo de anticuerpos IgG séricos anti C. chauvoei en bovinos en respuesta a la
vacunacion y revacunacion anual, en el ensayo de duracidn de la inmunidad. Dilucién de sueros
1/200. Los resultados son expresados en UA para el grupo de animales testigo (T) y vacunados (V)
a los diferentes dpv. Valor de cut off: 4,422 UA. *: indica diferencias significativas entre grupos (P
<0,05).

D) Identificacion de posibles proteinas inmunogénicas de C. chauvoei

mediante Western Blot.

Con el fin de identificar posibles proteinas inmunogénicas de C. chauvoei se realizaron ensayos
de Western Blot. Para ello, se prepararon Agys, Agson Y Agror @ partir de un lote de cultivo sin
inactivar de C. chauvoei como se describié en Materiales y Métodos. Las tres preparaciones
fueron cuantificadas por el método de Bradford y evaluadas por SDS-PAGE con la finalidad de
definir cudl preparacidn seria utilizada para los ensayos de Western Blot. El Agys contenia una
concentracion proteica de 125 pg/ml, el Ags,, de 739 pg/ml, y el Agr, de 432 pg/ml. Las
evaluaciones por SDS-PAGE se realizaron comparando cantidades equivalentes de Agson Y Agror
(10y 20 pg/well), sin embargo, no fue posible sembrar mas de 5 pug/well del Agys, debido a que
por su baja concentracidn, se debia agregar un volumen mayor al permitido por el gel. Al

comparar sus perfiles proteicos observamos que en el Ag,s no se veian bandas y en el Ags,, v
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Agqor si, por lo cual se decidié utilizar el Agror, que si bien presentaba una menor concentraciéon

que el Ags,,, contiene antigenos de ambas preparaciones.

El ensayo de Western Blot se realizé tal como se describe en Materiales y Métodos. Se
evaluaron 6 sueros de animales vacunados al 0 y 56 dpv. Para evaluar los animales testigos

(Tes) se realizd un pool para cada dia evaluado (Fig. 5).

En los sueros de los animales vacunados, se observa el reconocimiento especifico de un
doblete de bandas mayor a 170 kDa unicamente al 56 dpv en todos los animales vacunados
(Fig. 5). Este doblete no se observa al 0 dpv de los animales vacunados ni en el pool de
testigos. También se observa el reconocimiento diferencial de una banda de 50 kDa que es
reconocida mds intensamente por los sueros del 56 dpv de los animales vacunados que al 0
dpv de ese grupo y que de los testigos. Por otra parte, en los animales vacunados 03, 04 y 06

se observa una banda de aproximadamente 170 kDa que es reconocida al 56 dpv y no al 0 dpv.

Pool Tes Vac-01 Vac-02 Vac-03 Vac-04 Vac-05 Vac-06
Tiempo(dpv) 0 56 0 56 0 56 0 56 0 56 0 56 0 56

PM (Kda) -— &=>170kDa

-——
170 — gy — ﬂ <—170 kDa
130 — ——

95 —
72 —

55 —

43 —

34 —

26 —

Figura 5: Componentes antigénicos detectados por sueros de animales vacunados y testigosa 0y
56 dpv por Western Blot. De izquierda a derecha, Carriles 1 y 2: Pool de sueros de animales
Testigo (Pool Tes); Carriles 3 y 4: animal vacunado 1 (Vac-01); Carriles 5 y 6: animal vacunado 2
(Vac-02); Carriles 7 y 8:animal vacunado 3 (Vac-03); Carriles 9 y 10: animal vacunado 4 (Vac-04);
Carriles 11 y 12: animal vacunado 5 (Vac-05); Carriles 13 y 14: animal vacunado 6 (Vac-06).
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La prevencién mediante vacunas continua siendo el principal mecanismo de proteccién frente
a las clostridiosis. Sin embargo, las vacunas disponibles son mezclas complejas de antigenos,
en particular, C. chauvoei es incorporado a las vacunas en forma de bacterina, debido a que
aun no ha sido posible establecer cudles son los antigenos y los mecanismos inmunoldgicos
gue confieren proteccidon. Aunque hoy en dia las vacunas son efectivas, resulta de especial
interés comprender estos dos aspectos, de manera de optimizar los productos existentes, y
poder desarrollar nuevos y mejores productos. En tal sentido, nos propusimos caracterizar la
respuesta inmune humoral anti-Clostridium chauvoei en bovinos, desencadenada por la
vacunacion clostridial polivalente y el desafio con C. chauvoei y determinar su aplicabilidad en
el control de la eficacia contra esta especie de Clostridium.

Para ello se optimizé un ensayo de ELISA, cuya puesta a punto presentd grandes dificultades
debido a problemas de inespecificidad y de saturacion del sistema a bajos valores de OD. Sin
embargo, finalmente fue posible obtener un sistema que permite cuantificar especificamente

el titulo de anticuerpos anti- C. chauvoei en suero bovino.

Uno de los ensayos realizados por la empresa productora fue el estudio de la proteccidn frente
al desafio contra C. chauvoei en bovinos con el fin de evaluar la eficacia de la vacuna para esta
valencia. De acuerdo a la informacién brindada por la empresa, el ensayo resulté satisfactorio,
ya que los animales vacunados fueron protegidos frente al desafio, mientras que los testigos
no. Dentro de este contexto, nuestros resultados indicaron que el titulo de anticuerpos anti-C.
chauvoei del grupo vacunado aumentd luego de las dos inmunizaciones, pero sin embargo este
aumento no fue significativo respecto a su 0 dpv y al grupo testigo, probablemente debido a la
dispersidn mostrada por los datos y al bajo nimero de animales control. Los bovinos del grupo

testigo mostraron un bajo titulo de anticuerpos a lo largo de todo el estudio.

En particular, uno de los animales del grupo vacunado presentaba, al inicio del ensayo (0 dpv),
un titulo de anticuerpos especificos mayor al valor de cut off, sugiriendo que este animal

podria haber estado expuesto a antigenos de C. chauvoei previamente.

Al 58 dpv, dos dias después del desafio, se observa un leve descenso general de titulo de
anticuerpos anti-C. chauvoei. Esto podria deberse a que parte de esos anticuerpos estarian
actuando en defensa a la infeccion. Segun lo reportado por Tamura y Tanaka (1984) los
anticuerpos anti-flagelina actuarian como anticuerpos opsonizantes facilitando la fagocitosis

por parte de los leucocitos polimorfonucleares.
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Al comparar la sintomatologia con la respuesta humoral, se evidencia que los animales del
grupo vacunado cuyo titulo era superior al cut off al momento del desafio (56 dpv)
desarrollaron sintomas leves, mientras que el animal vacunado con bajo titulo de anticuerpos
desarroll6 una mayor sintomatologia en los primeros dias pos-desafio. Los animales testigo
desarrollaron sintomas agudos e irreversibles. Tres dias post desafio (59 dpv) los animales
vacunados lograron recuperarse presentando sintomas leves o nulos, incluso el animal cuyo
titulo de anticuerpos era menor al cut off, mientras que los testigos no lograron sobrevivir a la
enfermedad. De estos resultados preliminares surge que aunque es posible visualizar cierta
asociacién entre la respuesta humoral y la proteccién inducida por la vacunacién de los
animales frente al desafio, es claro también que un animal con bajos niveles de anticuerpos
muestra cierta proteccion, por lo que podria sugerirse que ademds de la respuesta humoral,
hay otros mecanismos del sistema inmunoldgico que estarian involucrados en la proteccion

frente a esta infeccion.

Para la vacuna clostridial polivalente evaluada en el ensayo de desafio, las recomendaciones
del fabricante establecen que se debe realizar una revacunaciéon anual. En funcidn de esto, la
empresa productora realizd un ensayo de evaluacion de la inmunidad a largo plazo (a un afio),
de manera de evaluar la inmunidad humoral previo a la revacunacion (360 dpv), y post-
revacunacion (400 dpv). Para ello, la empresa productora evalué mediante seroneutralizacion
la respuesta humoral (anticuerpos neutralizantes) generada por las valencias incluidas a la
vacuna en forma de toxoide. Sin embargo, la evaluacién mediante seroneutralizacién para C.
chauvoei no es posible debido a que éste es incluido en la vacuna en forma de bacterina. Como
parte de este trabajo se analizé la respuesta humoral frente a C. chauvoei mediante ELISA y los
resultados mostraron que los animales respondieron significativamente a la vacunacion,
induciendo un alto titulo de anticuerpos luego de las dos primeras inmunizaciones. Este
incremento en el titulo de anticuerpos es comparable a lo reportado en investigaciones previas
(Brown et al.,, 1976; Cervino et al., 2011; Troxel et al.,, 1997). Luego de este pico de
anticuerpos, el titulo desciende, alcanzando valores similares al cut off al 90 dpv, y valores por

debajo de éste al 360 dpv.

Luego del booster anual, se observa un aumento del titulo de anticuerpos superior al inducido
luego de las 2 primeras inmunizaciones, aunque en las condiciones del experimento realizado,
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. No se han encontrado reportes que
estudien la inmunidad a tan largo plazo. El aumento pronunciado caracteristico de un booster
observado al 400 dpv, sugeriria que los animales vacunados han producido células B de

memoria, que al ser estimuladas con el antigeno (revacunacién) desencadenaria una fuerte
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respuesta humoral, es decir, un titulo de anticuerpos anti-C. chauvoei mayor al desarrollado
por las dos primeras inoculaciones. Sin embargo, se requeririan estudios mds exhaustivos para

poder caracterizar el tipo de respuesta inmunolégica inducida contra esta bacteria.

Por otra parte, en el grupo testigo también se observa que algunos animales presentan un
aumento del titulo por encima del nivel de cut off luego del booster. Se descartaria que este
aumento pudiera deberse a un error de vacunacion debido a que el titulo de anticuerpos para
las restantes valencias que contenia la vacuna se mantuvieron bajos (datos de
seroneutralizacién suministrados por la empresa). El alto titulo en este grupo podria deberse a
una exposicidén a antigenos de C. chauvoei u otra especie que induzca una respuesta cruzada

de anticuerpos, dado que los animales se encontraban a campo durante todo el ensayo.

La gran variabilidad observada en la respuesta humoral, evidenciada por la dispersién en los
titulos de anticuerpos anti-C. chauvoei, podria explicarse por el hecho de que los animales
fueron mantenidos a campo y presentaban diferente raza y sexo. Aunque seria posible realizar
ensayos con animales en ambientes mas controlados y contenidos, es importante poder
evaluar la respuesta en las especies de destino mantenidos a campo, ya que es alli donde sera

utilizada la vacuna.

Como se mencioné anteriormente, el antigeno contra C. chauvoei se ha incorporado en las
vacunas clostridiales por mds de 70 afos, sin embargo, su incorporacién continua siendo en
forma de bacterina, debido a que aun no se han caracterizado cuales son los antigenos
protectivos de este microorganismo. La identificacién y caracterizacidon de estos antigenos
resulta fundamental para poder disefiar productos que generen una respuesta inmune
especifica, por lo que en este trabajo nos planteamos identificar posibles proteinas
inmunogénicas de C. chauvoei. Para ello se evalud el patrén de reconocimiento antigénico de
los sueros provenientes de animales vacunados y testigos pre y post vacunacion (0 y 56 dpv), y
los resultados mostraron un reconocimiento diferencial en respuesta a la vacunacion. En
particular, se observa Unicamente en los sueros del 56 dpv de los animales vacunados un
doblete de bandas mayor a 170 kDa, para el que no se encontraron reportes bibliograficos que
sugiriesen de que proteinas podria tratarse. Ademas, surge una banda de entre 43 y 55 kDa
reconocida por los sueros de los animales vacunados extraidos al 56 dpv; y segun la literatura,
podria corresponder a mondmeros de flagelina, que en el caso de C. chauvoei tiene un peso
molecular de 46 kDa y su composicién aminoacidica seria similar a la flagelina de Salmonella
typhimurium vy Bacillus subtilis (Kojima et al., 1999). La flagelina de C. chauvoei ha sido
reportada como inmunogénica, aunque no necesariamente capaz de generar inmunidad

protectiva en modelo murino (Chandler and Gulasekharam, 1974), aunque su rol en la
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proteccion no ha sido descrito en bovinos. Por otra parte, se detecté una banda de 130 kDa
reconocida mds intensamente por algunos de los sueros del 56 dpv de los animales vacunados,
gue podria corresponder a un antigeno excretado de C. chauvoei reportado pero aidn no
caracterizado (Mattar et al., 2007). Nuestros resultados no evidencian un reconocimiento de
una banda de 32,3 kDa que pudiera corresponder a la CctA reportada por Frey y colaboradores

(2012) como el principal factor de virulencia de C. chauvoei.

En resumen, nuestro trabajo estuvo dividido en dos grandes bloques, por un lado la evaluacién
de la respuesta humoral, y por otro la identificacidon de posibles proteinas inmunogénicas. En
relacion a esto ultimo, se detecté un patrén de reconocimiento diferencial de bandas, que
podrian corresponder con proteinas candidatas a antigenos involucrados en la
inmunogenicidad de C. chauvoei. Algunas de las bandas observadas podrian correlacionarse
con proteinas reportadas en la literatura, aunque para otras no se han encontrado reportes y
para su caracterizacion se requiere el estudio del proteoma de C. chauvoei. Para realizar el
anadlisis de la respuesta humoral se optimizé un ELISA especifico que permitid titular la
respuesta humoral frente a la bacterina de C. chauvoei inducida por la vacunacién en bovinos a
campo. Ademas, fue posible confirmar que los animales respondieron a la vacunacién vy
revacunacion, exhibiendo un alto titulo de anticuerpos luego de las dos primeras
inmunizaciones y de la revacunacidn anual. A partir de ello podria sugerirse que los animales
generaron memoria inmunoldgica luego de las dos primeras inoculaciones, aunque se sugiere
realizar estudios adicionales que permitan confirmarlo. Por otro lado, a partir de estos
resultados preliminares surge que si bien existe una cierta correlacidon entre la respuesta
humoral y la proteccion inducida por la vacunacién de los animales frente al desafio, ésta no
explica todas las situaciones visualizadas. A partir de ello podria sugerirse que el analisis de la
respuesta humoral por si sola no seria suficiente para la evaluacion de la eficacia, debido a que
podrian estar involucrados otros mecanismos del sistema inmunolégico en la proteccién frente
a C. chauvoei. Sin embargo, se requieren estudios mas exhaustivos sobre los otros brazos de la

respuesta inmune para confirmar esta hipodtesis.
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Este trabajo intentd contribuir en la caracterizacién de la respuesta inmune humoral anti-C.
chauvoei en bovinos asociada a la vacunacién, debido a que no se conocen cuales son los
mecanismos protectivos contra esta bacteria. En este sentido, una buena aproximacion para
poder ampliar este trabajo y estudiar también la respuesta celular seria analizar la fluctuacion
de poblaciones celulares (células T CD4+, CD8+, células B y granulocitos) a nivel periférico por
citometria de flujo en animales testigos, vacunados y desafiados. Ademas, estudiar en estos
animales, la respuesta de memoria evaluando por un lado la capacidad de las poblaciones
linfocitarias para proliferar diferencial y especificamente, y por otro, analizando el perfil de
expresion de citoquinas bovinas asociadas a Thl, Th2, Th17 y regulatorias en respuesta a

antigenos especificos en sangre periférica por RT-gPCR.

Otra interrogante surge en relacién a cuales son los antigenos protectivos de C. chauvoei. En
particular, en este trabajo se evalué el patrén de reconocimiento de proteinas inmunogénicas
en respuesta a la vacunacidn. Dichas proteinas no necesariamente podrian conferir proteccion
contra la infeccidn por C. chauvoei, por lo que se propone realizar un ensayo de Western Blot
con los sueros de los animales del ensayo de desafio, extraidos 24 y 48 horas después de éste.
Ademas se propone evaluar el patrén de reconocimiento de estos sueros mediante un ensayo
de electroforesis en dos dimensiones (2D) seguida de un Western Blot. Para poder caracterizar
las proteinas inmunogénicas y posiblemente protectivas, se propone realizar espectrometria

de masas (MALDI-TOF).
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