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EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE PRODUCCION DE LEUCOTOXINA DE 

AISLAMIENTOS DE Pasteurella haemulyLica OBTENIDAS DE OVINOS CON 

DIFERENTES CUADROS NEUMONICOS Y DE MICROBIOTA NORMAL. 

INTRODUCCION. 

En México las neumonías 	son consideradas de suma importancia en 

los animales domésticos debido a que afectan directamente al 

proceso productivo de las explotaciones-. Las pérdidas económiCas 

que ocasionan son atribuidas al alto costo de los- tratamientos, la 

pérdida de peso, las bajas conversiones alimenticias que conllevan 

a retraso en.  el crecimiento de los animales y la mortalidad .que 

ocasiona en poblaciones susceptibles 

Pasteurella haemolytica es una de las 

causantes de enfermedades respiratorias 

bacteria Gram negativa de forma cocobacilari 	 capeulada, 

oxidasa (+), aerobia y anaerobia facultativa; crece en agar Mc. 

principales bacterias 

en rumiantes, Es una 

Conkey, en medios enriquecidos como agar sangre Y agar chocolate, 

produce hemélisis. La presencia de cápsula le confiere a 1 

bacteria propiedades antifagociticas. 

por hemoaglutinación indirecta se han reconocido 17 serotipós de 

acuerdo a antígenos capsulares solebles " éstos antigeno0 son,. 

básicamente poliSacáridos y glicoproteínas con Capacidad-antigéniCa, 

alta. Así mismo se han designado los hiotipos A y T de acuerdo a 

características bioquímicas de la bacteria. 	Los Serot4:105. 



1,2,5,6,7,8,9,11,12,13,14,16 y 17 corresponden al biotopio A que 

produce neumonía y septicemia en corderos y neumonía en borregos 

adultos, este biotopio fermenta a la arabinosa mientras que el 

biotopio T fermenta a la trehalosa y sus serotipos son el 3,4,10 y 

15 causantes de septicemia en adultos." La bacteria produce en fase 

logarítmica de crecimiento una sustancia soluble, tóxica para 

macrófagos alveolares y leucocitos de rumiantes únicamente "'"."; 

esta substancia es mejor conocida como leucotoxina, está 

constituida principalmente por una fracción proteica Es sensible 

a tripsina debido al componente proteico escenciaI, su actividad 

citotóxica óptima ocurre a 37°C y se inhibe a 4°C es estable -a ph 

de 2 a 12 y es resistente al calor hasta 60"C." 

La leucotoxina es una citolisina que produce poros en la membrana 

celular, compuesta por dos o más subunidades proteicas con1!esos 

Moleculares de 105 mil Daltones, que daña. a las células blanco por 

un mecanismo similar al de otras citolisinas bacterianas; 

insertándose en la membrana citoplasmática con la resultante 

formación o producción de un poro transmembranal, permitiendo la 

salida de potasio intracelular e incorporación de calcio y sodio 

extracelular, con ello la presión osmótica ̀intracelular aumenta :y 

la célula se hincha con la consecuente lisis y salida de.  

componentes citoplasmáticos.".?- 
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En trabajos de ingeniería genética se ha demostrado que el gen 

1ktCABD de la leucotoxina de P. haeaolytica es homólogo al locus 

h1yCABD de la hemolisina de E. coli." 

La leueotozina es considerada como uno de los principales factores 

de virulencia en la patogénesis de la enfermedad; por lo que se ha 

considerado que la inmunización con ésta puede conferir protección 

contra la actividad tóxica, independientemente del serotipo que se 

encuentre invulocrado en la neumonía debido a que la lencotoxina es 

producida por los diferentes serotipos de P. haegolytica y las' 

características de esta toxina son gay similares en todas 

Otra habilidad de la bacteria es que forma parte de la flora 

bacteriana de las vías respiratorias altas "-" . En el proceso 

infeccioso pueden involucrarse también agentes oportunistas como 

Staphylococus spp, Chlaaydiajpsittaci, Mycoplasoa oripmenmemiae y 

Bordetella parapertussis """. 

Se ha mencionado que factores predisponentes deseapeAan una función 

detenainante en el desarrollo d la enfermedad, coleo son 

condiciones adversas del medio ambiente y Rala aliaentaciós. " 

Además, se ha demostrado la necesaria participación de agantes 

primarios de tipo viral capaces de iniciar el complejo neológico 

sin embargo aun no se sabe como actúan. Entre estos virus se Puedes 
. 	, 

mencionar: adenovirus, virus respiratorio sincitial y parainfluenza 

3, entre otros. '4" 



La neumonía causada por P. hnemolytica se caracteriza por ser una 

pleurobronconeumonía fibrinosa severa. Sin embargo se logra aislar 

este agente de cuadros neumónicos que varian en cuanto a su 

severidad y morfopatología. En esta diversidad de cuadros pueden 

intervenir varios factores entre los que podrían destacar las 

posibles diferencias con respecto a la virulencia de la bacteria. 

En estos cuadros se pueden encontrar desde neumonías supurativas 

focales y difusas, hasta cuadros donde existen lesiones vasculares 

con trombosis y hemorragias en los que se puede observar 'la 

transformación de neutrófilos dando un aapeCto arremolinado. .44 

Este aspecto arremolinado se cree que se debe al efecto tóxico de 

la leucotoxina que produce Pasteurella haehrolytica'cleb4WOnue 

dañan a las células fagocIticas primer:mecaniamo'de defenSwConta 

infecciones respiratorias, la lisis de ésta célula conduce a la 

liberación de enzimas proteolíticas y mediadores del proceso 

inflamatorio, el efecto tóxico -tiene,;repercusión 	la.  

respuesta inmune, por el 'daño a necrófagos y linfocitos lo cual 

favorece entre otros mecanismos el establecimiento y diseminación 

de la bacteria. 

Actualmente, en iwpatogénesis-dala enfermedad existen talltípieS 

interacciones hospedador-bacteria, que se inician con la inhalación 

del agente, la colonización nasofaríngew, la llegada al alVe0151, la 

respuesta a la colonización y por último culmina con la evaSión 

bacteriana a las defensas del hospedador; varios componentes 



asociados a la pared celular como el lipopolisacárido, proteínas de 

membrana externa, material capsular, la leucotoxina, así como otros 

factores de virulencia tales como las fimbrias, proteínas reguladas 

por hierro (PM), antígenos aglutinantes serotipo específico, 

neuraminidasa y glicoproteasa neutral, pueden contribuir a la 

presentación de la enferMedad. 

En descubrimientos recientes sobre la interacción P.haemolytiCa-

hospedador se ha logrado entender y resolver algunas Preguntas 

sobre las bases tempranas de la patogénesis dela: pasterelptis-

neumónica. Sin embargo los eventos en nasofaringe que permiten:la 

proliferación de P.haemolytica son desconocidos. " 

Estudios recientes sugieren que el estrésy las iufeeciOeee vírales 

estimulan el incremento en el hospedador de la actividad , de 

elastasa en la mucosa nasal, lo cual puede disminuir las 

concentraciones de fibronectina y el incremento en la adherencia de 

P. haemolytiée. 

Adicionalmente, la neuraminidasa derivada de la P. haemolytica y la 

glicoproteasa pueden alterar la secreción salival mucosa o las 

glicoproteínas de superficie ,de las células, incrementando la 

adherencia de P. haemolytica al moco o  al -epitelio nasal." 

Las estructuras de superficie  de P. beemelYtice responsables de la 

adherencia son desconocidas. Las fimbrias •han sido raramente 

encontradas en los aislamientos de P. haemolytica. Los 



polisacaridos capsulares, el LPS, las proteínas de membrana externa 

y los antígenos aglutinantes serotipo-específico, podrían asumir el 

papel de adhesinas en ausencia de fimbrias. " 

Una vez que P. haemolytica gana el acceso al alveolo pulmonar 

factores bacterianos estimulan una respuesta inflamatoria aguda. 

Estos factores bacterianos asociados con los del . hospedador, 

inducen daño tisular localizado y estimulan una respuesta sistómica . 

asociada con el proceso inflamatorio agudo. 

La endotoxina y la leucotoxina son los factores de virulencia mejor 

caracterizados con respecto a sus efectos en el alveolo. La 

leucotoxina producto del crecimiento in vitro de P. haemolytica  

esta sumamente .agregada 
	

tiene baja actividad leucetóxica pero 

puede ser diágregada con albumina sérica bovina al 0.5% (BSA) 

resultando en un incremento de actividad, la disgregación realizada 

con BSA y el incremento de la actividad puede ocurrir durante la 

infección debido al maYor aporte sanguíneo (suero) al alveolo en 

los estadías tempranos de la respuesta inflamatorin," 

La leucotoxina produce citóliala de neutrófilos y plaquetas, 0 

cual produce daño al alveolo debido a la liberación de enzimas 

lisosómicas y radicales de oxígeno libres. Aparte de la ',actividad 

citotóxica estudios recientes han demostrado que la  leaaotalcína  

modifica la función del aeutrófilo." 



Estas modificaciones incluyen aumento de la producción de 

mediadores de la inflamación como el leucotrieno B4 y el ácido S-

hidroxi-eicosatetranoico. Estos cambios pueden amplificar la 

respuesta inflamatoria resultando en lesiones más severas o 

mejorando la bacteriolísis. Además las concentraciones sublíticas 

de leucotoxina inhiben la blastogénesis de linfocitos bovinos lo 

cual podría reducir 

haemolytica." 

las defensas inmunomediadas contra P. 

Las actividades funcionales de la endotoxina de P. haómolytica han 

empezado a ser mejor entendidas en relación a su papel' en 

pasterelosis neumónica. Se ha demostrado que la endótoxina de p. 
haemolytica es directamente tóxica al endotolio por lo que puede 

incrementar la permeabilidad capilar 	nivel alveolar. 

Recientemente se ha demostrado que la endotoxina daña el endotelio 

durante la estimulación del factor tunoral de necrosis (TNP) y por 

la producción de interleuoina-1 por macrOfa905  alveolares, este 

efecto puede ser mitigado por suero inmune o por la presencia de 

neutrófilos. " 

Los estudios sobre las consecuencias de la interacción ,entre 

neutrófilós, endotoxina de P. haemolytica y endoteliohan'resultado 

en datos contradictorios. Las futuras determinaciOnel del PaPel que 

jue9an los factores de  virulencia  de 	haemolYtiea en '1  

Patogénesis de la pasterelosis neumónica, recaen en el deSarrollo 

de cepas mutantes de la bacteria para  la medición in vitro e in 



vivo de su virulencia. En la actualidad el desarrollo de cepas 

mutantes está teniendo mucha relevancia para el estudio de, varios 

factores de virulencia. El desarrollo de sistemas genéticos para el 

análisis de factores de virulencia en P. haemolytica ha sido lento, 

sin embargo, se han desarrollado algunos métodos para 'la 

introducción de plásmidos de DNA en P. haemolytica por 

electroporación y conjugación, con lo que se han :construido una 

gran cantidad de cepas mutantes de P..haemolytica.i."3" 

Se determinó recientemente que una cepa mutante, Aefltiente, en 

leucotoxina induce lesiones en pulmón, ésta característica resalta 

la importancia de otros factores de virulencia en la patogénesis de 

la enfermedad. Esta cepa permite el estudio del mecanismo de 

interacción leucocito-P. haemolytica sin la complicación de 1 

leucotoxina que induce daño celular, muerte e iflactivación. Se 

construyeron mutantes de P. haemolytica que no sintetizan en alta 

proporción tres lipoproteínas de membrana. EstaS lipoProteinas han 

mostrado bomología con una lipoproteína de H. influenzae que Mostró 

estar asociada con virulencia en un modelo de desafío en ratones." 

La.taracterización de PER localizadas en la membrana externa y en 

el espacio periplásmico, identifica bandas con aparente peso 

molecular de 35, 7.0'y 100 KDA. EstUdios  más a fondo revelaron que 

la banda de 70 KDA es en realidad una mezcla de tres proteinns 

distintas, una de las cuales contiene un epítope serotipo 

específico y no es regulada por hierro y las otras dos si lo son." 
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También existe la posiblidad de que existan diferencias en cuanto 

a factores de virulencia entre las cepas de diversos cuadros 

neumónicos, así como de cepas provenientes de animales sanos. Entre 

estos factores de virulencia podrían mencionarse, la capacidad de 

producir leucotoxina, la presencia de adhesinas, el serotipo y la 

capacidad inmunogénica entre otros; permitiendo la colonización, 

replicación del agente y la presentación de cuadros neumónicos." 



HIPOTESIS. 

Las propiedades patogénicas de P. 

diferentes dependiendo del 

consiguiente su capacidad de producción de leucotoxinai La 

podría ser mayor en bacterias que se asocien 

de mayor severidad. 

a leSiones neumónicas 

10 



OBJETIVOS. 

1.-Determinar 	la capacidad de producción de leucotoxina en 

diferentes aislamientos de Pasteurella haemolytica 

partir de ovinos con neumonía y microbiota normal. 

2.-Determinar los serotipos más comunes de Pasteurella haemólytica.-' 

de microbiota normal y pulmones neumónicoa: 

11 



MATERIALES Y METODOS. 

MATERIAL DIOLOGICO. Los aislamientos de Pasteurella haemolytica 

fueron proporcionados en el laboratorio de bacteriología del 

INIFAP. Estos aislamientos se obtuvieron en un trabajo previo de 

muestras de pulmón de corderos muertos por neumonía y de cavidad 

nasal de animales clínicamente sanos. 

El muestreo realizado para obtener los aislamientos de P . 
haemolytica de animales muertos por neitmonía se realizó en cinco 

explotaciones comerciales localizadas en 

México. La localidad de Parres y Ajusc 

D.F. y Rio frío, Estado de México. 

estimada de 400. corderos. De ésta población se.obtuvieron muestras 

de 147 animales clínicamente sanos. 

p, 

Teoloyucan, Estado de 

Delegación de Tlalpan, 

Con una población total 

Los aislamientos de pulmones con lesiones neumónicas de animales 

sacrificados en rastro se obtuvieron en los rastros Municipales  de 

Cuautitlán, Tlanepantla y Muñora en el Estad° de México. 

obtuvieron 7  aislamientos de pulmones 'nenmónicoef 25  

aislamientos de pulmones de animales sacrificados en rastro  Y 24 

aislamientos de animales sanos, los cUales fueron evaluados fMra 

determinar la capacidad producción de leucotoxina (CPL). 



13 

CINETICA DE PRODUCCION DE LEUCOTOXINA DE P. haemolytica. Se 

cultivaron los aislamientos de P. haemolytica en agar sangre y, se 

incubaron a una temperatura de 37°C por 18 horas. Se procedió a 

cosechar en viales los cuales contenían 10.  ml de solución salina 

amortiguada (SSA), se estandarizó a 0.540 de densidad óptica en un 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 540 nm. Posteriormente 

en viales por duplicado conteniendo 20 ml de medio de RMPI 1640 

(Sigma Chemical Co.) adicionado con 7% de suero bovino, se 

colocaron 2.0 ml de la solución estandarizada de  bacterias, 

identificando cada vial con el número de aislamiento. Se procedió 

a introducir los viales en baño María a 37°CCon movimientos 

constantes a una veloeidad de 50 movimientos por minuto;'; durante;  

seis horas. A intervalos de una hora se obtuvo.  una 

mililitro de cada - vial depositándolo en microtubos cónIcos 

Plástico (tubos Eppendorff) los cuales se.:identilicároncon 

número de aislamiento y la hora  en que fue tomada la muestra, este 

horas de incubación muestreo se siguió hasta completar las 6 

(tiempo qun requiere la bacteria para alcanzar la fase logarítmica 

de crecimiento). Los microtubos cónicos de plástico que contenían 

las muestras obtenidas cada hora se sometieron a congelación hasta 

su evaluación. La evaluaCión de leucotoxina 

ensayo simple visual, desarrollado, por  

se efectuó empleando un 



agua corriente. Si se observaba un fonda azul en,los pozos 

teñidas y por lo tanto un indicaba la presencia de Células 
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ENSAYO VISUAL SIMPLE PARA LA DETERMINACION DE LEUCOTOXINA DE 

Pasteurella haemolytica. Esta prueba se fundamenta en la capacidad 

que tiene la leucotoxina de Pasteurella haemolytíca para lisar a 

las células "blanco", que en este caso fueron leucocitos de sangre 

periférica de bovino obtenidas mediante choque hipótónico de sangre 

completa." La prueba consistió en utilizar placas de 

microtitulación de 96 pozos en los cuales se adicionaron 100 

microlitros de medio de RPMI 1640 a cada pozo, posteriormente en la 

fila A de cada placa se adicionaron 100 microlitros del 

sobrenadante de cultivo de cada muestra obtenida de las distintas 

horas de muestreo de los diferentes aislamientos; a partir, de la 

fila A de cada placa, se procedió a hacer diluciones dobleS hasta 

la fila U, enseguida se añadió la suspensión de leucoCitos a una 

concentración de 1 X 10' cél/ml.y se incubó durante una hora:a 37 

°C. Al finalizar este período, las placas se centrifugaron - .1100.  X 

O por 5 minutos, a cada pozo se le. adicionó SSA forffialinizada 

10%, y se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. 

Posteriormente, se tiñeron las placas con una solución de cristal 

violeta al 1.0% durante 10 minutos, lavándose finalmente éstas con 

resultado'negativo a la existencia de leucotexina,  de Pasteurella 

haemolytíca. 
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Un fondo claro indicaba la presencia de citotoxina libre ejerciendo 

su efecto de lisis sobre las célulasublanco" y eliminando el 

sustrato celular a teñir. 

CHOQUE DIP0TONIC0 PARA LA ODTENCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE 

PERIPERICA. Se tomaron muestras de sangre periférica Ovina con 

tubos vacutainer los cuales contenían heparina como anticoagUlahte 

La sangre se depositó en un matraz, al cual se le adicionó la misma 

cantidad de agua destilada por 30 segundos, provocando-eleDoqUel 

hipotónico que producía.la lisis de los eritroCilOsi'Posteriotmente 

se le agregó la Misma cantidad de SSA concentrada 2X .1a cual 

detenía la lisis eritrocitiCa 

Esto se centrifugó a 800X G por cinco minut°1; todo este 

procedimiento se realizó hasta obtener el paquete globular blanco 

libre de eritrocitos, se estandarizó la concentración a 5 X 10' 

células por ml adicionando RMPI 1640.°  

ANÁLISIS ESTADISTICO. Los datos obtenidos se analizaron 

estadísticamente mediante un análisis de varianza completamente al 

azar con rompimiento en tiempo. Un valor de P < 0.05 se consideró 

positivo. 
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RESULTADOS. 

Se obtuvieron 57 aislamientos de P. haemolytica de diferentes 

orígenes, Cuadro 1. 	A partir de microbiota normal de animales 

clínicamente sanos se recuperaron 24 aislamientos de ésta bacteria 

representando el 16.216 de los diferentes microorganismos aieladoe 

del pasaje nasal ; otras bacterias aisladas fueron .P. Multocida, 

Neisseria spp, y enterobacterias como E. coli, salmonella arizenee 

y Citrobacter spp. También se efectuó el aislamiento. desuna. P. 

haemolytica biotipo T serotipo 10, de éstos animales. De los 24 

aislamientos el 41.66% perteneció al serotipoil2; , 	1 	12.5% al 

serotipo Al; el 20.84% a otros serotipos y el 25% no. 'fue' 

tipificable. De animales muertos por diferentes•Cansas, donde el. 

cuadro respiratorio fue el factor más importante de éstas Muertes, 

se lograron 7 aislamientos (9.09%), de éstos, el serotipo que con 

mayor frecuencia se aisló•fue el Al y el AS con 42.85% cada uno y 

una cepa no tipificada. De 'pulmenes de apiIalea sacrificados en 

rastro se aisló P. haemolytiea,  en 26 casos (6.414 los serotiPos 

más comunes fueron el Al, A2 y Á9 con 
	

30.76% y 26,92% 

respectivamente. 

La cinética :de producción de leucotoxina para los diferentes 

aislamientos de P. Aaemolytica se muestra' en.'lkgráfica 1,, la cual 

reperesenta el valor promedio de10s diferentes serotipos obtenidos 

en cada: grupo PaFe su mejOy, análisis los datos,  obtenidos se 

transfOrmaron a logaritmo base 2, Los aislamientos que mayor 

capacidad de producción de leucotoxina (CPL) tuvieron, fueron los 
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obtenidos de animales muertos por neumonía y la menor producción 

en los aislamientos obtenidos de microbiota normal; se observó un 

comportamiento de cinética de producción similar entre los 

diferentes grupos, encontrándose el mayor efecto citotóxico a la 

cuarta hora de incubación, siendo más alto Para aislamientos 

obtenidos de neumonías y menor en los de microbiota normal ( 

<0.0), después de este tiempo el efecto disminuye en los tres 

grupos. 

Los datos se graficaron por serotipo y por origen d los 

aislamientos. La gráfica 2 muestra la CPL de 3 diferentes serotipos 

1, 2 y 9 de P. haemolytica obtenidos de microbiota normal. Sólo se 

graficaron los datos de éstos serotipos PorqUe fueron los .que con 

mayor frecuencia: se aislaron en ,éste grupo de animales. Como 

puede observarse el serotipo 9 es el que presenta una mayor CPb (p 

<0.05), alcanzando los títulos más altos a la hora 1 y 5 con un  

posterior descenso llegando los títulos a 0. En este grupo los 

serotipos '`1 y<2 alcanzan su título más alto entre la hora 4 Y S, 

disminuyendo su producción después de éste periodo paro sin llegar 

a 0. En la hora 5 de incubación los serotiPos  1';y 9  mostraron los eji 

títulos más altos con respecto al serotipo 2 (P < 0.05). Es 

conveniente señalar que el serotipo 2 comienza su Producción  hasta, 

la segunda hora de incubación. 
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La gráfica 3 muestra la CPL de los serotipos 1 y 5 de P. 

haemolytica obtenidos del grupo de animales donde la principal 

causa de muerte fue la neumonía. El serotipo 5 es el que presenta 

mayor CPL teniendo su mayor efecto citotóxico a la cuarta bOra y 

en las horas posteriores sus títulos descienden paulatinamente. El 

serotipo 1 presenta un comportamiento muy similar al serotipo 5 sin 

embargo, su producción fue menor (P < 0.05). Estos serotipos 

fueron los que con mayor frecuencia se aislaron en este grupo de. 

animales. 

La CPL de los serotipos 1, 2, 5 y 9 de P. haemolytica obtenidos do • 

pulmones con lesiones neumónicas de animales sacrificados en 

rastro se puede observar en la gráfica 4. El serotipo (Ine  presentó 

mayor producción de leucotoxina fue el serotipo 9 (p_ . <0,05); 

alcanzando su mayor título a la cuarta hora y manteniéndolo hasta 

la quinta hora , descendiendo éstos títulos en la .sexta 

serotipo 5 tuvo menor capacidad de producción,-pero sutitulOmás-, 

alto se alcanzó a la tercera hora, pero fue más bajo que el del 

serotipo A9. Los serotipos 1 y 2 aislados en éste grupo no tuvieron 

una producción significativa durante el tiempo de incubación. 

La gráfica 5 muestra la CPL de 105 serotipos Al, donde se observa 

que los aislamientos del serotipo Al que mayor producción tienen 

son los de pulmones de animales muertos por cuadros neumónicos 

en los que su mayor efecto citotóxico se presentó a la cuarta 

hora 	de incubación con un súbito descenso de los títulos. Los 
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aislamientos de éste serotipo obtenidos de pulmones de animales 

sacrificados en rastro y de microbiota normal tuvieron un 

comportamiento diferente al observado en los aislamientos de origen 

neumónico, su mayor efecto citotóxico se presentó en la quinta 

hora de incubación y fue menor que la de aislamientos de origen 

neumónico (P <0.05). 

La 6L de aislamientos del serotipo A2 de diferente origen se 

muestra en la gráfica 6, en donde se puede observar nue:la 

producción de leucotoxina de los aislamientos de microbiota normal 

comienza a partir de la segunda - hora 
	

mientras que en los 

aislamientos de pulmones neumónicos . de animales sacrificados en 

rastro se detecta un efecto citotóxico ápartirlde la primera hora,`, 

alcanzando incluso los titulos:m4s altos desde la SegUnda hora Y 

manteniéndose hasta la sexta hoya en tanto que los aislamientos 

de microbiota normal aldanzaton su mayor producción a la cuarta 

hora. 

La gráfica 7 muestra el comportamiento de loe' serotipos A5 los 

cuales se aislaron únicamente a partir de pulmones neumónicos de 

rastro Y 'de pulmones de animales muertos por neumonía. En estos 

últimos se observó una mayor producción de leucotoxina a  la  

cuarta hora, siendo esta más alta en este grupo qMe en la de  

aislamientos de pulmones neumónicos de rastro en 'los cuales la 

producción fue más alta a la tercera hora sin alcanzar el nivel de 

los aislamientos del grupo anterior. 



En la gráfica 8 se muestra la cinética de producción de 

aislamientos corespondientes al serotipo 9, los cuales se 

recuperaron únicamente 	de microbiota normal y en los pulMones 

neumónicos obtenidos de rastro, la mayor CPL se Observó en los 

aislamientos de este último grupo a la cuarta y quinta hora con 

un rápido decremento de sus títuloS a la sexta hora de incubación, 

la cinética de producción para los aislamientos de microbiota 

normal muestran un comportamiento irregular durante todo el 

período de incubación; sin embargo, se observa una producción alta 

en la primera hora , disminuyendo en las siguientes horas, par.4 

incrementarse nuevamente a la:quinta hora y. descender bruscamente 

en la sexta hora. 
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Cuadro, 1 

Porcentaje de aislamientos de diferentes serotipos de Pasteurepe 

haemolytica y su origen. 

ORIGEN 	 No. DE AISLAMIENTOS 	SEROTIPOS 

Al (12.5%) 

microbiota normal 
	

24 
	

A2 (41.67%) 

	

(42,11%) 
	

NT (25%) 

Otros (20.84%) 

Al (19.24%) 

A2  (30.77%) 

rastro 
	

26 
	

A9  (23.07%) 

	

(45.61%) 
	

NT (19.24%) 

Otros (7.68%) 

Al (42.85%) 

neumonías 
	

A5 t(42.85%)•  

	

(12.28%) 
	

NT (14130  

NT = No tipificoble. 
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Discusión 

En el presente trabajo se observó que existen diferencias en cuanto 

a la capacidad de producción de leucotoxina entre lás cepas 

obtenidas de diversos cuadros neumónicos, así como de cepas 

provenientes de animales sanos. Se encontró que existe una mayor 

producción en los aislamientos de pulmones de animales muertos por 

neumonía aguda, seguida de los aislamientos de pulmones de animales 

sacrificados en rastro, los cuales pueden estar afectados por 

neumonías menos severas o crónicas que no son de consecuencias 

fatales para el animal; la menor producción se observó en 

aislamientos de microbióta normal. 

Por serotipos se encontró que los aislamientos dél serotipo Al 'y A5 

obtenidos de neumonías agudas presentaron'una mayor actividad en • 

relación con los otros aislamientos, siendo ésta más alta para el 

serotipo A5. Un análisis mayor para los restantes serotipósne•Pudo 

realizarse con todos los grupos, debido a que no se efectuaron 

aislamientos, de esos serotipos, Para aislaffiientol obtenidos de 

neumonías crónicas el 'serotipo A9 tuvo la prodUcción más ;alta, 

seguido de los serotipos A5, . A2 	Al, En los aislatientoá de  

microbiota el serotipo A9 tambiéh fue el que. , prelentó un.  mayor • 

efecto citotóxico segUido del Al y A2, estós. resultados'concuerdán.  

con los obtenidos en otros trabajoS " ,sobre la coniparaciónde las 

propiedades tóxicas .de diferentes serotipos aislados de bevimó, 

donde se muestra que el serotipo que mayor producción d 
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leucotoxina presentó fue el serotipo A9 con títulos hasta 2 veces 

más altos que los producidos, por los serotipos Al, Á2, AS y A6 y 

que el serotipo que presentó menor actividad fue el serotipo A2. 

Estas diferencias parecen ser debidas a la tasa de crecimiento 

entre serotipos y a la habilidad para mantener la fase logarítmica 

de crecimiento. Se ha informado que la viabilidad .y perfil de 

toxicidad para los serotipos Al y na 

serotipo A2 exhibe una fase de adaptación mas prolongada, » cual 

podría explicar la baja toxicidad de los sebrenadantes de-Cultivo 

obtenidos en las dos primeras horas comparadaCon los sObrenadantes 

del serotipo Al. Resultados similares paralos aislemientos de este 

serotipo se observaron: en el presente trabajo, Gentry también 

sugiere que la alta producción del serotipe.:AlAiereCe deberse a que 

la leucotoxina producida por este:serotipo és.:Más estable guela de 

otros:serotipos a pesar de que las cepas 'muestran un decremento 

rápido en la. viabilidad'. 

La diferente capacidad de producción de leucotoxIna 'Oservarla en 

los aislamientos obtenidos de neumonías y de microbiota normal 

puede deberse w:.'diferencias entre la adaptabilidad de los 

aislaMientos la vitro,. principalmente los obtenidos' de cavidad 

nasofariegea donde las condicioneljisiológicas y nutricionales son 

diferente$ a las de aparato respiratorio bajo; quixáa éstas 

condiciones. no permitan la expresión defactorés de,.viruiencia, 

como la leucotoxinas .en grandes cantidades por ausencia d 



independientemente de su 

que las cepas del serotipo Al 

origen mostraron menor producción '`de  

En este trabajo se observó 

« importandia de 	res 

bacteria inClUyendO capsOlar.  

supuestos factores de virulencia de la 

proteínas de membrana externa, 

32 

inductores in situ hasta ahora desconocidos, o bien tengan tasas de 

crecimiento más bajas que los aislamientos obtenidos de neumonías 

Las proteínas con actividad tóxica producidas por los diferentes 

serotipos de P. haemolytica están inmunológica y funcionalmente 

relacionadas. Por análisis de souther-blot de los determinantes 

LKT, se encontró que existen variaciones en los genes de la 

leucotoxina de los 16 diferentes serotipos, la relevandia'de dotas 

variaciones y su importancia clínica no están determinadas;"' 

podría suponerse que habría diferencias en la tppácidad para 

producir la enfermedad, sin embargo, algunos autores han realizado; 

estudios comparativos entre diferentes serotipos. evaluando sus 

propiedades de capsulación, producción de lencotbkinn in vitro, 

propiedades antigénicas y su capacidad potgocialpara' producir la 

enfermedad experimentalmente. Estos autores concluyen que 11° 

existen diferencias significativas en el potencial patógeno de sus 

cepas, a pesar de haber diferencias en su toxicidad."' 

leucotoxina que los serotipos A9 y A5; considerando que el serotipo 

Al es el principal serotipo aislado de neumonías en bovinos y uno 

dé los más frecuentes eh ovinos, resulteserprendente que no exhiba 

una habilidad tóxica mayor; este hecho pone de .manifiesto la 
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lipopolisacárido, sialoglicoproteasa y neuraminidasa en el 

desarrollo de la enfermedad. 

La participación de la leucotoxina y su importancia está 

ampliamente documentada. Su papel es la destrucción de leucocitel 

en el lugar de la infección, lo que provoCa una reducción en la 

capacidad inmunológica del animal; adeMás, con la lisis de éstaa 

células se liberan enzimas proteolíticas en el tejido pulmonar-, que, 

contribuyen con la severa necrosis que se observa en las 

infecciones per P. haemolytica." 

El desarrollo de mutantes no productoras de jencotoxinLperMitió 

definir- el significado de éste 

enfermedad; en experimentos de desafió se observó que losanimales 

inoculados con la cepa 

la mortalidad también se redujo.. significativamente 	comparación 

con la cepa de cam00-"n" 

Estos estudios de desafió, realizados con diferentes seretipos, con 

cepas mutantes y de campo de 	haemolytica, 	muestran la 

relevancia de la leucotoxina en la patogénesis de la infección, e 

indican que el potencial patógeno que tienen los diferentes 

serotipos parece ser independiente de la cantidad de leneotoxina 

que producen in vitro; aunque su presencia para el establecimiento. 

y desarrollo de la infección es fundalmental, queda por determinar 

el posible potencial patógeno de los aislamientos de microbiota 

factor de virulencia en la 

mutante produjeron lesiones menos severas; 
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normal y las condiciones que permiten romper el equilibrio entre 

bacteria-hospedador que favorecen la adaptación, proliferación e 

invasividad de la bacteria y que promueven una mayor. producción de 

leucotoxina. 

Finalmente le producción tardía de leucotoxina en aislamientos de 

microbiota normal comparada con la producción inmediata de 

aislamientos provenientes de pulmones neumónicos puede deberse a 

que existen algunas diferencias en cuanto a propiedades patogénicas' 

que favorezcan una mayor adaptabilidad de la bacteria en el animal.. 

y a cultivos in vitro o bien puede ser debido a la expresión 

genética que tengan éstas en un proceso activo para; ;produCir la 

leucotoxina inmediatamente y el cual no esté Manifestándose en los 

aislamientos de microbiota normal. 

Es importante mencionar que en cada uno los aislamientos de exudado 

nasal y 	de pulmones neumónicos se obtuvo un aislamiento del 

biotipo T serotipo 10. El aislamiento del biotipo T a partir de 

microbiota normal representa- él primere de su tipo en México. Los 

biotipo T 	haeMelytica son poco frecuentes como parte de la 

microbiota normal y es raro su aislamiento de animales que 

presentan cuadro neúniónico ". Este hecho puede deberse, pot ló 

menos en México, a que efectivamente sean poco frecuentes, a la 

falta de una metodología diagnóstica adecuada, a no considerar a P. 

háemolytica dentrO de los diagnósticos.. diferenciales de cuadros 

septicémicos o simplemente a la falta de interés por ésta bacteria; 
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también puede deberse a que éste biotipo únicamente se ha aislado 

de animales destinados a la engorda y en México este tipo de 

explotaciones no son muy comunes, 
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Conclusiones. 

De los 57 aislamientos de P. haemolytica obtenidos de los 

diferentes orígenes se observaron diferencias en cuanto a la 

capacidad de producción de leucotoxina, siendo directamente 

proporcional al origen y serotipo de la bacteria. Los 

aislamientos que tuvieron mayor producción de leucotoxina fueron 

los obtenidos de animales muertos por neumonía "y la menor 

producción en los aislamientos obtenidos de microbiota normal, 

Los serotipos que únicamente se obtuvieron. 	con una mayor 

frecuencia, en aislamientos de microbiota normal fueron los,  

y A9 en donde el serotipo que mayor efecto citotóxico tuvo fue 

el serotipo A9, siendo su producción irregulat'durante todo el ' 

proceso de incubaCión y con un posterior descenso .a la 6a hora 

llegando a niveles de O. Aquí cabe resaltar que el serotipo A2 

de este grupo comienza su producción hasta la segunda hora .de 

incubación 

En aislami,ntos de pulmones neumónices se 'obtuvieron únicám6ite, 

los serotipos, Al y A5, en donde el que presenta un mayor 

efecto citotóxico es este último. El serotipo A5 también füe 

aislado `de Pulmones de animales  sacrificados en rastro Poro sin 

llegar a alcanzar los mismos títulos de preduccion del primor 

grupo. 
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Los serotipos Al, A2, AS y A9 fueron aislados de muestras de 

pulmones de animales sacrificados en rastro; en este grupo el 

serotipo A9 fue el que mayor producción de leucotoxina tuvo, los 

demás serotipos no alcanzaron niveles significativos durante su 

período de incubación a excepción del serotipo A5 que en la 3a 

hora alcanzó un título alto pero sin llegar a alcanzar al 
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