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EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE PRODUCCION DE LEUCOTOXINA DE
AISLAMIENTOS DE Pasteurella haemalytica ODTENIDAS DE OVINOS CON

DIFERENTES CUADROS NEUMONICOS ¥ DE MICROBIOTA NORMAL.

INTRODUCCION.

En México las neumonias  son counsideradas de suma iwportancia en
los animales domésticos debido a que afectan directamente al
proceso productivo de las explotaciones, Las pérdidas econémicas
que ocasionan son atribuidas al alto costo de los tratamientos,
pérdida de peso, las bajas conversiones alimenticias que conilevan
a retraso en el crecimiento de los animales y la mortalidéd;que
ocasiona en poblaciones susceptibles.’”

Pasteurella haemolytica es una de las principales bacterias

causantes de enfermedades reap:xatorxas en rumzantcs~ Es 'una

bacteria Gram negativa de forma cocobacxlar, inmov11 ‘capsulada,,

oxidasa (+), aerobia y anaerobia facultativa, creca en agar Me..

Conkey, en medios enriquecidos como agar sangre-y. agar chucolate,

produce hemélisis. La presencia ‘de cépsula le- conf;erE"a«‘ldf'

bacteria propiedades antifagociticas.

Por hemoaglutinacidn indirecta se han recoﬂocido 17vserot1p68‘dé~
acuerde a ant;genoq capsulares solubles““ estos antigenos son .
bdsicamente polxsacéridos y gllcoprotexnas con capacidad ant1genxca9
alta. Asi mismo se han deslgnddo los” bxctlpos A Y T .de acuerdo o

caracteristicas bioguimicas ge la bacteria. Los -serotipos..

L



1,2,5,6,7,8,9,11,12,13,14,16 y 17 corresponden al hiotopio A que
produce neumonia y septicemia en corderos y neumonia en borregos
adultos, este hiotopioc fermenta a la arabinosa mientras que el
biotopio T fermenta a la trehalesa y sus serotipos son el 3,4,10 y
15 causantes de septicemia en adultos.” La bacteria produce en fase
logaritmica de crecimiento una sustancia soluble, téxica para
macréfagos alveolares y leucocitos de rumiantes unicamente ™*'*;
esta substancia es mejor conocida como leucotoxina, estd
constituida principalmente por upa fraccidén proteica. Es sensible
a tripsina debido al component.e proteico eScencinl, su actividad

citotéxica 6ptima 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 mias subunidades proteicas]qon‘pesos

moleculares de 105 mil Daltones, que daﬁd a las células bl@ncoipor»

ur mecanismo similar  al’ de otras citolisinas . bacterianas;

insertindose en la membrana citoplusmﬁtica con la. rgsulﬁante‘

formacién o produccién de un poro transmembranal, permitzendo la

salida de potasio intracelular e anorporaC16n de calcio y sodio,
extracelular, con ello la presxon osmoética 1ntracelular aumenta yj

la célula se hincha con la consecuente li515 v salida de}

0,0

componentes citoplasmiticos.

n—
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En trabajos de ingenieria genética se ha demostrado que el gen
1ktCABD de 1a leucotoxina de P. hacmolytica es homdlogo al locus
biyCABD de la hemolisina de E. coli.”

La leucotoxina es considerada como uno de los principales factores
de virulencia en la patogénesis de la enfermedad; por lo que se ha
considerado que la inmunizacién con ésta puede conferir pmteccidn
contra la actividad téxica, independientemente del serotipo que se
encuentre invulocrado en la neumonia debido a que la leucotoxina es
producida por los diferentes serotipos de P. haepolytica y“ las

caracteristicas de esta toxina son suy similares en todas ellas.’™

Otra habilidad de la bacteria es que forma parte de la flora
bacteriana de las vias respiratorias altas > . En el ‘proceso
infeccioso pueden involucrarse también agentes oportunistas como
Staphylococus spp, Chlamydia psittaci, ,llycop]a‘sna‘giikignquiae Y
ﬁotdetella péiaperti:ss.is, araaan |

Se ha lencxonado que factores prcdxsponentes deseq:enan una funcién
determinante en el desarmllo de  la eufez-odad cmo son
‘condiciones. adversas del -edio aﬂuente y ula aluutacmn. w
Ade-is, se ha de-ostrado la necesana parucxpacién de agentes

primarios de tipo viral capaces de iniciar el cqlejo nenﬂnioo

sin ed:argo aun.no se sabe COmo actuan. Bntre estos ,n'us se pueden

mencionar: adenonrus, vims respxratono smcu:ml y paramfluenza

3, entre otros. '



La neumonia causada por P, haemolytica se caracteriza por ser una
pleurobronconeumonia fibrinosa severa. Sin embargo se logra aislar
este agente de cuadros neuménicos que varian en cuanto a su
severidad y morfopatologia. En esta diversidad de cuadros pueden
intervenir varios factores entre los que podrian destacar las
posibles diferencias con respecto a la virulencia de la bacteria,
En estos cuadros se pueden encontrar desde neumonias supurativas
focales y difusas, hasta cuadros donde existen lesiones vasculares
con trombosis y hemorragias em los que se puede observar la

transformacién de neutréfilos dando un aspecto arreholinddqQH”

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

la leucotoxina que produce Pasteurclla haemolytica debido”§~qne
dafan a las células fagociticas; primet”hebahismo:de defensa contra
infecciones respirato;ias,'léfliSiSfde_éhta célula conduce a la

liberacién de enzimas proteoliticas 'y mediadores del procesc

inflamatorio, el efecto todxico tiqdeﬁpgpetc&siéd también en la

respuesta inmune, por el dafio a;mactéféﬁéS*y 11ﬁfo¢i¢qs lo‘gua;

favorece entre otros meécanismos. el establecimiento y diseminacidn

Actualmente, en la ‘patogénesis. de.la enfermedad existen miltiples
interacciones hospedador-bacteria, qQ§'s¢ inician con la inhalacién
del agente, la colonizacidn naséfaiingea, la llegada‘dl alveolo, la

respuesta a la colonizacién y por iltimo culmina con la evasion

bacteriana a las defensas del: -hospedador; varios componentes

Rt
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asociados a la pared celular como el lipopolisacdrido, proteinas de
membrana externa, material capsular, la leucotoxina, asi como otros
factores de viruleucia tales como las fimbrias, proteinas reguladas
por hierro (PRH), antigenos aglutinantes serotipo especifico,
neuraminidasa y glicoproteasa neutral, pueden contribuir a la
presentacién de la enfermedad, 7"

En descubrimientos recientes sobre la interaccidn P.‘haemoly'tv.ica-
hospedador se ha logrado entender y resolver algunas preguntas
sobre las bases tempranas de la patogénesis ‘datla' pasterelo’sis‘
neuménica. Sin embargo los eventos en nasofaringe que pgtmitgn_'.ld

kL)

proliferacién de P.haemolytica son desconoecidos,

Estudios recientes sugieren que el estrés y las 1ufecc10nes virales
estimulan el incremento en el. hospedador de la actlvidad de
elastasa en la mucosa mnasal, 1lo cunl puede dlsmnulr las
concentraciones de fibronectina yel fnéremento en 1a_adhercncia,de

P. haemolytica. "™

.}\dlcionalmente, la neurammidasa denvada de la P, haemolytwa y la
glicoproteasa pueden alterar la sectecién sallval mucosa o las\

-‘g_l-icoprogeinas de rsupernqie':‘ dev ‘148 célu,lwas,‘ mcremgntando la

adhe‘renci,a‘d'e ‘P. ‘haemolytica al moco o al epitelio ‘nasal.”

Las estructuras de superflcie de P h"éé'm'b’ly't_.icq responsables de la

adherencxa ‘501 desconocxdas. Las: fimbrias  han sido raramente -

encontradas . en los -aislamientos 'de P. haemolytica. Los.



¢
polisacdridos capsulares, el LPS, las proteinas de membrana externa
y los antigenos aglutinantes serotipo-especifico, podrian 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 aquda.
Estos factores bacterianos asociados con los ‘del . hospedador,
inducen dafio tisular localizado y estimulan una respuesta sistémica

asociada con el proceso inflamatorio aqudo.

La endotoxina y la leucotoxina son los: factores de virulencia mejor . -

caracterizados con respecto a sus efectos “en” el alVédlo.; La -
leucotoxina producto del crecxmxento in. vxtro :de P. haemolytica

esta sumamente agregada 'y tiene baJa dCtiVldad leucotéxlca pero:ﬂ

puede ser. dxbgregada con albumlna serlca bovina‘al‘O 5% (BSA);.‘

resultando en-un 1ncremento de autxvxdad la d15gregac16n real adaif

con BSA y el incremento de 1a avtlvxdad puede ocurrxr durante laﬂ“

infeccién debido al mayor aporte sanguxneo (suero) al alveolo en}f

los estadios tempranoq de la respuesta Jnflamatoria.;

La'letcotoxina produce citélisxa de neutréf;los v plaquetas, 10x

cual produce dnno al alveolo debldo a la liberacién‘de‘euzimaiﬁ

lisosdémicas y radicales de oxlgeno 11bre5. Aparte de la actividadi

citotéxica estudlos reciontes han demostrado que la leuco,ox nn

modifica la func1én‘del nuutrofllo.ﬂ
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Estas modificaciones incluyen aumento de la produccidén de
mediadores de la inflamacidén como el leucotrieno B4 y el dcido 5-
hidroxi-eicosatetranoico, Estos cambios pueden amplificar la
respuesta inflamatoria resultando en lesiones mds severas o
mejorando la bacteriolisis. Ademis las concentraciones subliticas
de leucotoxina inhiben la blastogénesis de linfocitos bovinos lo
cual podria reducir las. defensas inmunomédiadés contra P.

haemolytica.'

Las actividades funcionales de la endotoxina de P. haemolytica han
empezado a ser mejor  entendidas en relacién a su pnpglgenila»
pasterelosis neuménica.,Se ha demostrado que la gndétdxina de: P,
haemolytica es directamente téxica‘ql endqﬁelio por -lo ‘que puede.
incrementar la  permeabilidad capilar niyeii ~alveolar.:
Recientemente se ha demostrado que la endotoxina‘daﬁéuél,endpﬁélio i
durante la estxmulac16n del factor tumoral de necrosis (TNF) ¥ por-
la produccion de 1nterleuc1na 1 por:macréfagos alveolares, aste’
efecto puede ser mitigado por ‘suerc inmune 0 por la presencia de;;

neutréfilos,

Los estudios sobre las  consecuencias 'de. la interaceién entre:

neutréfilos, endotoxina de Pf~ha3molytica\yvdhddteiiQ ﬁéh7:ééhitd&b&

en datos,contrudictoribs.‘Las:futuras detetminaciohes délfpapél{que.ﬁ_

jueqgan los factores de. virulencia de . haemolytzcd

_patogénebls de la pasterelosis neuménica, recaen en el desarrolloﬂﬁ

de cepas mutantes’ de la bacteria para: la- medlcién in v:tro"e‘in;,‘
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vivo de su virulencia. En la actualidad el desarrollo de cepas
mutantes estd teniendo mucha relevancia para el estudio de varios

factores de virulencia. El desarrollo de sistemas genéticos para el

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

5in  embargo, se han desarrcllado algunos métodos para la
introduccién de pldsmidos de DNA en P. -haemalytica por
electroporacién y conjugacién, con lo que se han cons;;uidoVuna

gran cantidad de cepas mutantes de P.haemolytica, """

Se determind recicntemente que una cepa mutanté,-deficiénte:enj,

leucotoxina induce lesiones en pulmdn, ésta caracteristica resaltaﬂ

la importancia de oLros factores de v1rulencia en la patogénesis de

la enfermedad. Esta cepa perm;te el eqtudxo del mecanlsmo de

interaccidén leucocito-P. haemolyt:ca s;n la complicacxén de . la;
leucotoxina que induce dano celular, muerte e’ 1nact1vac16n. Se .

construyeron mutantes~de P;'paemolytica que no‘slntetizan:gn;alha

proporcién trés'Lipopréééiﬁas de membrana. Estas lipoproteinas han

mostrado homologia con una lipoproteina-de H. influenzae que mostrd

estar asociada con virulencia en unf¢Qde;o de desaffo an ratones,’

La caracterizacién de PRH localizadas en la membrahn'éXhefna“y‘éﬂ"

el espaciq».périplésmiéo identifica bandas con aparente peso
moleédlat dé-35 70 y 100 KDA, rstudlos més a fondo revelaron que

la. bauda de 70 KDR es en realldad una mezcla de. tres proteinas

dxstxntas, una .de ~las cuales contiene un: epxtope serotxpo-

especlflco 'y no es- regulada por hxerro ¥y las otras dOb 5i 10 sonﬁf

Rk s
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También existe la posiblidad de que existan diferencias en cuanto
a factores de virulencia entre las cepas de diversos cuadros
neumdnicos, asi como de cepas provenientes de animales sanos. Entre
estos factores de virulencia podrian mencionarse, la capacidad de
producir leucotoxina, la presencia de adhesinas, el serotipo y la
capacidad immunogénica entre otros, permitiendo la colonizacién,

replicacién del agente y la presentacién de cuadros neumdnicos."
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HIPOTESIS.

Las propiedades patogénicas de P. haemolytica podrian ser

diferentes dependiendo del origen del aislamiento y por-

consiguiente su capacidad de produccién de leucotoxina. La .cual

podria ser mayor en bacterias que sSe asocien a lesiones neuménicis.

de mayoyr severidad.
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OBJETIVOS.

1.-Determinar la capacidad de produccién de leucotoxina en
diferentes aislamientos de Pasteurella haemolytica obtenidas a

partir de ovinos con neumonia y microbiota normal,

2.-Determinar los serotipos mas comunes de Pasteurella haenolytica -

de microbiota normal y pulmones neuménicos.
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MATERIALES Y METODOS.

MATERIAL BIOLOGICO. Los aislamientos de Pasteurella haemolytica
fueron  proporcionados en el laboratorio de bacterioleogia del
INIFAP. Estos aislamientos se obtuvieron en un trabajo previo de
muestras de pulmén de corderos muertos por neumonia y de cavidad

nasal de animales clinicamente sanos.

El muestreo realizade para obtener los aislamientos de P,
haemolytica de animales muertos por neumonia se reélizé,én einco
explotaciones comerciales localizadas en- Teoloyycani”ésﬁqdé de
México. La localidad de. Parres y Ajusco, Qeleéﬁciéﬁ‘ae;TLéiéan,'
D.F. y Rio frio, Estado de México. Con una ,bépiaciéﬁ‘ £b£$;
estimada de 400 corderos. De ésta pébiaciéﬁ se,dbtuQierohzﬁh§s€;5§ 

de 147 animales clinicamente sanos,

Los aislamientos de pulmones con lesiones néuménibasﬁdq ahima1e5;,
sacrificados en rastro se obtuvieron en los rastros Municipales de .
Cuautitldn, Tlanepantla:y Mufiora en el Estado de ﬁéxiéqsfv

Se -obtuvierom - 7 aislamientos de pulmonesfhheﬁméni¢o§i; 257

aislamientos de pulmones de animales sacrificados en rastio .y 24 °
aislamientos de animales sauos, los cuales. fueron evaluados:pura:

determinar la capacidad producgiéd de 1eUcdt¢Xiﬁa&(CPL)}:
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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 procedié a
casechar en viales los cuales contenian 10 ml de solucidén salina
amortiguada (SSA), se estandarizd a 0.540 de densidad éptica en un
espectrofotdmetro a upa 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 solucién estandarizada de bacterias,
identificando cada vial con el nimero de aislamiente. se pché@ié
a introducir los viales en bafo maria a 37°C cdn‘moﬁimiéntos
constantes a una velocidad de 50 movimientos por minuto;_dprahte
seils horas. A intervalos de una hora se obtuvo’uﬁa‘aiicuoté de un
mililitro de cada vial deposltandolo en microtubos conicos de-.
pldstico  (tubos Eppendorff) los cuales se 1dentif1caron con elj

nimero de aislamiento y 1a hora en gque fue tomadn la muestra este"
muestreo se siguid hasta completar las 6 horas ‘de -incubacxén

(tiempo que requiere la bacteria para alcanzar la fase logar;tmica1

de crecimiento). Los ‘microtubos cénicos de pléstico que contenianll-

las muestras obtenidas-cada hora se~somet1eron‘a congelacién hastaf
su evaluacién. La evaluacidn de leucotox1ua se efectué empleando un;

ensayo simple visual, desarrollado por Gentxy H



ENSAYD VISUAL SIMPLE PARA LA DETERMINACION DE LEUCOTOXINA DE
Pasteurella haemolytica. Esta prueba se fundamenta en la capacidad
que tiene la leucotoxina de Pasteurclla haemolytica para lisar a
las células "blanco”, que en este caso fueron leucocitos de sangre
periférica de bovino obtenidas mediante choque hipoténico de sangie
completa.” La prueba consistié en utilizar placas de
microtitulacién 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 cultive de cada muestra obtenida de las distintas

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

fila A de cada placa, se procedid a hacer diluciones ddbles‘hasta/

la fila H, ensequida se afiadié la suspensién de leucocitos a una

concentracion de 1 X 10° cél/ml. y se incubd. durante una hora a 37:
°C. Al finalizar este perfodo, las placas se éenttifugaron 2800 X'
G por 5 minutos, a cada pozq‘se Ye adicioné SSAlermaliniégdgsélu
10%, y se incubaron a temperatura ambiente durante 20° minutos.’
Posteriormente, se tifieron las placas con una soluciéh dé'C?¥5§alf

violeta al 1.0% durante 10 minutos, lnvéndose.ffhalmenfeié§£a55COn'

agua corriente.” Si se observaba un fondo azul -en .los pozos

indicaba la presencia de células teiidas 'y por lo tanto’ un,

resultado negativo a la existencia de-lewcotoxina de Pasteurella

haemolytica.
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Un fondo claro indicaba la presencia de citotoxina libre ejerciendo
su efecto de lisis sobre las células"blanco" y eliminando el

sustrato celular a tenir.

CHOQUE HIPOTONICO PARA LA OBTENCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE

PERIFERICA. Se tomaron muestras de sangre periférica bo&ina con

tubos vacutainer los cuales contenian heparina como antiéongulante.

La sangre se depositd en un matraz, al cual se le adicipné la misma

cantidad de aqua destilada por 30 SEgundos} provbcand6761 ¢ho§ﬁeg
hipoténico que producia la lisis de los gtiiroéiﬁds.‘Pbeerid}ménﬁe

se le agrego la misma cantidad -de SSA'Canengrééa 2% 1a cual

detenia la lisis eritrocitica “ N

Esto se centrifugé a 800X G por cingo m1nutos,» todo este’
procedlmlento se rea1126 hasta obtener el paquete~globu1ar blanco
libre ‘de erxtroc;tqs, se estandarizé la concentracién a5 x 10¢

células por ml adicionando RMPL 1640."

ANALISIS = ESTADISTICO. Los datos obtenidos ' se. analizaron

estadisticamente mediante un andlisis de varianza completamente al’
azar con rompimiento en tiempo. Un valor de P < 0.05 se considerd -

positiVoL



RESULTADOS .
Se obtuvieron %7 aislamientos de P. lhaemolytica de diferentes
origenes, Cuadro 1. A partir de microbiota normal de animales

clinicamente sanos se recuperaron 24 aislamientos de ésta bacteria
representando el 16.21% de los diferentes microorganismos aislados
del pasaje nasal ; otras bacterias aisladas fueron P, multoecida,
Neisseria spp, y enterobacterias como E. coli, Salmonella arizonae
y Citrobacter spp. También se efectud el aislamiento de una P.
hasmolytica biotipo T serotipo 10, de éstos animales. De los 24
aislamientos el 41.66% pertenecid al segogi?o'nz; el 12.5% 'd%a
serotipo Al; el 20.84% 4a otros serotipos y el 25% no fue
tipificable. De animales muertos por dlfelentes causas, donde el
cuadro respiratorio fue el factor mis importanhe de éstas muertes,
se 1ograron 7 alslamlentos {9.09%), de esfos, el scrotipo que coh .
mayor frecuenc1a se aislé fue el Al'y el A5’ con 42 85% cada uno y
una cepa no tipificada. De pulmones de anlmales_sacr;;{cgdos‘en‘
rastro se aislo P, haemolytica;enf26:q3§qs‘(6;91@$i1§§js§f§gipbs
mds comunes fueron el Al, A2 y>h97c9ﬁ-19;23%,,30.76%‘y 26}§i1

respectivamente.

La cinética 'de produccidén de leucotoxina para los diferentes

aislamientos de P, haemolytica se muestra'en'ié gr&fich 1, la cual

reperesenta el valor promedio de los dxfercutes serot;pos obtenldosh

en cada. grupo. Para su mejor anélzsxs los datos obtenxdos se

transformarqn a logarltmo base 2.. Los‘»aislamlentos que mayon

capacidad de produceidn de leucotoxina (CPL) tuvieron, fueron 10os:
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obtenidos de animales muertos por neumonia y la menor producci6n
en los aislamientos obtenidos de microbiota normal; se observé un
comportamiento de cinética de produccidn similar entre los
diferentes grupos, encontrindose el mayor efecto citotdxico a la
cuarta hora de incubacidén, siendo mds alto para aislamientos

obtenidos de neumonias y menor en los de microbiota normal (P

<0.05), después de este tiempo el efecto disminuye en los tres

grupos.

Los datos se graficaron: por serdtipo Yy por origen‘ de los .

aislamientos. La grifica 2 muestra la CPL de 3 difg:entes sefptlpOS  E

1, 2 y 9 de P. haemolytica obtenidos‘de miCrébioEaKﬁormél'15616‘53

graficaron los datos de éstos serotxpos porque fueron 1os que con::
mayor frecuencia se aislaron en ebte grupo de animales.” Comof

puede obserxvarse el serotxpo 9-es el que pxesenta una mayor CPL (P;”

<0.05), alcanzando los txtulos mas altos a la hora 1 y 5 'con un,'

posterior descenso llegando los. txtulos a 0.‘En este grupo los@

y 2 alcanzan, su t1tulo més alto entre la: hor,

dlsmluuye"do su produccién después de éste. periodo pero sln llegar;

a0, En la hora 5 de incubacién 1os serotxpos 1 yie moshraron los,u

titulos mis altos con respecto al serotipo 2 (P < 0 05‘

convenlente sefialar que el serotipo 2 comxenza su: produccién hasta;

la' segunda hora de 1ncnbac;on,

R
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La grafica 3 muestra la CPL de los serotipes 1 y 5 de P.
haemolytica obtenidos del grupo de animales donde la principal
causa de muerte fue la neumonia. El serotipo 5 es el que presenta
mayor CPL teniendo su mayor efecto citotdxico a la cuarta hora vy

en las horas posteriores sus titulos descienden paulatinamente, El

serotipo 1 presenta un comportamiento muy similar al serotipo 5 sin

embargo, su produccién 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, 5y 9 de P. haemolytica obtenidos de
pulmones con lesiones neumdnicas de animales sacrificados. en
rastro se puede observar en la grafica 4. El serotipo que presento

mayor produccién de leucotoxina fue el serotipo‘ 9 (P ‘<0 05),

alcanzando su mayor titulo a la cuarta hora ¥ manten;endolo hastaf
la quinta hora , descendlendo éstos tftuloa en la sexta hora.. El
serotipo 5 tuvo- menor capac1dad de producciadn, pero su titulo mﬂsa-
alto se alcanzé a la tercera hora, pero fue;més_bajo-‘queael'deiwb

serotipo A9. Los serotipos 1y 2 aisiados eh éste'grppojnoﬂtQVIQFOn:;

una produccién significativa durante el tiempo de incubaciénm.

La grdfica 5 muestra la cpL de 1os;serotipos A11~ddhdé'5éiob56rqu:'
que los alslamxentos del SLthlpO Al que mayor produccién tienenﬁ

son -los de pulmones de an;males mucrtos por cuadros neuméniCOS‘

en los que su mayor efecto q1totox;co se presenté a la’ cuarta,

hora de incubacién con un sibito descenso de‘los titulpsy}bo§¢
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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
neuménico, su mayor efecto citotdéxico se presentd en la quinta
hora de incubacion y fue menor que la de aislamientos de origen

neuménico (P <0.05).

La CPL de aislamientos del serotipo A2 de diferente origen se
muestra en la grdfica 6, en donde se puede observar qug_'la
produccion de leucotoxina de los aislamientos de_microbiota'nofhal
comienza a partir de la segunda hora mientras que en los

aislamientos de pulmones neuménlcos de animales sacrificados en

rastro se detecta un efecto c1totéx1co a part;r de la prxmera hora,

alcanzando incluso los titulos- mas altos desde la segunda hora y

manteniéndose hasta la aexta hora ' en tanto que los a;slamxentosw

de microbiota normal alcanzaron su mayor produccién a la cuarta

hora.

La grafica 7 muestra el comportamiento de los serohipos As los

cuales se aislaron unlcamente a partir de pulmones neuménxcos de-

‘rastro y de pulmones de animales muertos -por: neumonia. En ‘estos .

ultlmos se observé una mayor producczon de 1eucotox1na a1

cuarta. hora, siendo esta ‘mis alta en esce grupo’ ;

axslamlentos de pulmones neuménlcos de rastro en los cuales lu

producc1on fue mas alta a 1a terceru hord sin alcanzar el nxvel de-

los alslamxenLoa de l grupo anterxor



ja ]

En la grdafica B8 se muestra la cinética de produccién de
aislamientos corespondientes al serotipe 9, los cuales se
recuperaron inicamente de microbiota normal y en los pqlmones
neuménicos obtenidos de rastro, la mayor CPL se observé en los
aislamientos de este Wltimo grupo a la cuarta y quinta hora con
un rdpido decremento de sus titulos a la sexta hora de incubacién,
la cinética de produccién para los aislamientos de microbiota
normal  muestran un comportamiento irreguldr durante todo el
periodo de incubacidn; sin embargo, se observa una produccién alta
en la primera hora , disminuyendo en las siguientes horas, para
incrementarse nuevamente a la quinta hora y. descender bruscamgntg

en la sexta hora.
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Cuadro, 1

Porcentaje de aislamientos de diferentes serotipos de Pasteurella

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 AQ*(?#}Q%%}?
(45.61%) NT'(isqgés)
QE:agikz}ﬁéiiiy
Az

neumonias 7 A5 (42.85%),

(12.28%)

NT. = No tipificable.



Gréafica 1. Produccion de leucotoxina de Pas}*éé/[e//afv.{zaemb/j/'t/vc“a‘de d{ife_félntes‘a'o:Eié'enes’-_
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Grafica 2. Produccién de Ieucotoxma de Pasteurella haemolyt:ca de
microbiota normal por serohpos

 —

- SEROTIPO 1 + SEROTIPQ 2 -® SEROTIPO 9}




2

Grafica 3. Produccion de Ieucotoxma de Pasteurella haemolytlca de
pulmones neuménicos por serotlpo :

log2

g 1
i —~- SEROTIPO 1 % SEROTIPO 5 ;




= Grafica 4. Produccién de leucotoxina de Pasteurella'_. 7molytrca de
pulmones neumadnicos. de rastro por serotlpo
log2

|~ SEROTIPO 1 + SEROTIPO 2 ** SEROTIPO 5 “® SEROTIPO-9
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Grafica 5. Produccién de leucotoxina de Pasteurelia haemolytica
serotipo Al de diferentes origenes '

| " MICROBIOTA NORMAL —— NEUMONICQOS ¥ RASTRO

!
|
|
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Grafica 6. Produccién de}rleucot'dxinlé dé;;éaﬁéiteb_ké’ll"ai'hé_éfﬁolj(ﬁCa
serotipo A2 de-diferentes origenes

l
| ™ MICROBIOTA NORMAL. “ RASTRO

i

{
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Gratica 7.

Produccién de leucotoxina de Pasteurella;h’ae-m‘olytica,
serotipo A5 de diferentes origenes i

|~ NEUMONICOS

—+ RASTRO
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Grafica 8. Produccién de leucotoxma de Pasteurella haemolytzca

N

ko

serotipo A9 de dlferentes origenes

log2

= MICROBIOTA X RASTRO
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Piscusion

En el presente trabajo se observé que existen diferencias en cuanto
a la capacidad de produccién de leucotoxina entre las cepas
obtenidas de diversos cuadros newménicos, asi como de cepas
provenientes de aunimales sanos. Se encontrdéd que existe una mayor
produccién en los aislamientos de pulmones de animales muertos por
neumonia aguda, segquida de los aislamientos de pulmones de animales
sacrificados en rastro, los cuales pueden estar afectados por
neumonias menos severas o crénicas que no son de consecuencias
fatales para el animal; la menor producéién se observé en

aislamientos de microbiota normal.

Por serotipos se encontré que los aislamientos del serotipo Al Yy A5
obtenidos de neumonias aguda§ pfesentaron unakmayof actividad én
relacidon con los otros aislamientos, siendo esta mas alta para el
serotipo A5. Un andlisis mayor para loa restantes serotipos no pudo
realizarse con todas los grupos, debido a que*no‘se,efectua;on
aislamientos de esos serotipos, Para aislamientoS'obt¢hidbs'de
neumonias crénicas el serotipo A9'tﬁvO léfprodﬁccién h§s_a1ta,
sequido de los serotipos A5, A2 'y Al, En los aislamientos de
nicrobiota el seroiiﬁo A9 -también. fue éi qﬁé_preseﬁté hﬁ mayor
efecto citotéxico seguido del Al y A2, estos rcsultados concuerdan
con los obtenldos en otros trabajos " , sobre la c0mparaczon de las
prop;edades toxicas -de diferentes serotxpos axslados de. bovino,,

donde se muestra que el berotlpo que mayor produccién de.
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leucotoxina presentd fuc el serotipo A9 con titulos hasta 2 veces
mis altos que los producidos, por los serotipos Al, A2, AS y Ab y

que el serotipo que presento 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 logaritmica

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

toxicidad para los serotipos Al y Az 50N parweiiuan, sadepiu que gy

serotipo A2 exhibe una fase de adaptacion méas prolpngada; 1o cual’

podria explicar la baja toxicidad de los sobrenzidantes_de_ ‘é_ulti\io
obtenidos en las dos primeras horas comparadakvt‘;on los sob:g!iadantes
del serotipo Al. Resultados similares para los aislamientos de este

serotipo se ohservaron en el presentc"_ trabajo, Gentry también

sugiere que la alta produccién del serbtipd VI\'B parece deberse a que

la leucotoxina producida por este serotipo es mds estable que la de-

otros .serotipos ‘a pesar de que' las cepas muestran -up decremento

rdpido en la viabilidad.

La diferente capacidad de produccién de leucotoxina ebservada en

los ‘aislamientos ~obtenidos- de peumonias y ‘de ni}i'c'robiota uofrma‘l

puede ' deberse . diferencias entre la adaptabilidad’ do los:

aislamientos  in vitro, principalmente los obtenidos de cavidad

nasofaringea donde las condiciones fisioldgicas y nutricionales son

diferentes a las de aparato respiratorio bajoj :quizds éstas:
condiciones. no_permitan la expresién de factores de-virulencia,

como 1a leucotoxinas en grandes cantidades . por ausencia de
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inductores in situ hasta ahora desconocidos, o bien tengan tasas de

crecimiento mas bajas que los alslamientos obtenidos de neumonias.

Las proteinas con actividad toéxica producidas por los diferentes
serotipos de P. haemolytica estdn inmunoldgica y funcionalmente
relacionadas. Por andlisis de souther-blot de los determindntes
LKT, se encontré que existen variaciones en -los. genes de la
leucotoxina de los 16 diferentes serotipos, la relevancia de dstas
variaciones y su importancia clinica no estan ‘detgrminadas;"”‘
podria suponerse que habria diferenciaa en la ‘gapacidad para
producir la enfermedad, sin embqub) algunos auéb?qﬁlhaﬁ realizado
estudios comparativos entre diferentes serotiposléﬁ&ihahHOasusi
propiedades de capsulacién, produccién de. leucotoxina 1n v1tro,
propiedades antigénicas y su capacidad potencial para produc;r la
enfermedad- cxperimeutalmente. Estos 'autoreS' concluyen “que.-no
exxsten dlferenczas signxfxcatxvas en el potenclal pahogeno de sus

cepas, a pesar de haber dxferencxas en su tOX1lead B

En este trabajo se observé que las .cepas del’ scfotipo' Al
lndependlentemenLe de su orlgen mostraron menox produccion de
1eucotox1na que los serohipos A9 y AS; con51derdndo qua el SQLOtlpO
Al es el pr1nc1pd1 serotlpo aquado de- neumonxas en. bovxnos y uno~
de‘los‘mas frecuenteg-en‘py;nqs, resulta’ sorprendentc que no exhiba
una -habilidad téxiea mayor; este hecho pone de manifiesto la
importancia de ohroa supuestos factoreb de virulencia “de la

bacteria, 1uc1uyendo capsula, protefnas ’ de’ niembrana externa,
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lipopolisacdrido, sinloglicoproteasa y neuraminidasa en el

desarrollo de la enfermedad.

La participacién de la leucotoxina y su importancia estd
ampliamente documentada. Su papel es la destruccién‘delleucocitgs
en el lugar de la infeccién, lo que provoéa una reduccién en la

capacidad inmunolégica del animal; ademas, con la lisis de éstqs

células se liberan enzimas protpolxtxcau en el tEJldO pulmonar, que_

contribuyen con la severa necrosis que se’ observa en xlas

infecciones por P. haemolytica, ' "M

El desarrollo de mutantes no-productoraszde_leubotoxiha permitié
definir el signiticadprkde éste’ factor de: &itulGDCfé\{env la
enfermedad; en éxperimentos'de'désdfié’éé}b@éefﬁé quéanS”aniﬁélés

inoculados con la cepa muthnté7prodﬁjeron lesiones menos sevaras;

la mortalidad tamblen se redu)o s;gn;fxcatxvamente en comparacién‘

con ‘la cepa 'de campo. '

Estos estudios de desafio, realizadbs_con;diferentes serotipoé, con

cepas: mutantes Y de éampo de haemolytica, muestran la

relevancxa de la leucotoxina en” la patogen351s de la infeccidn, e

indican que el potencxal patogeno que tienen los dlfBanteS'

serotxpos parece .ser. 1ndependxente de 1a cnntldad de leucotoxlna

que’ producen in v1tro aunque su presencxa para el estableclmlento.
y desarrollo de la 1nfecc1on es fundalmental queda por determznar‘

el posible potenc1a1 patogeno de los aislamientos de mxcroblota_—



34
normal y las condiciones que permiten romper el equilibrio entre
bacteria-hospedador que favorecen la adaptacién, proliferacidn e
invasividad de la bacteria y que promueven una mayor produccién de

leucotoxina.

Finalmente la produccién tardia de leucotoxina en aislamientos de
microbiota mnormal comparada con la produccion inmediata de
aislamientos provenientes de pulmones neumdnicos puede deberse a
que existen algunas diferencias en cuanto a propiedades patogénicas
que favorezcan una mayor adaptabilidad de la bacteria en él:énimal
y a cultivos in vitro o bien puede ser debido a la expresién
genética que tengan éstas en un proceso activa para(,ptoducir‘la
leucotoxina inmediatamente y el cual no esté manifestdndose enzlos

aislamientos de microbiota normal,

Es importante mencionar que en cada uno los aislamientos de exudado
nasal y de pulmones neuménicos se obtuvo ﬁn aisigmiébﬁbﬁaélz
biotipo T serotipo 10. El aislamiento del,biotipoiT.ﬁ‘partidee,
microbiota normal represénta'dl primero de su tipd en‘MéXico.‘LOS
biotipo T de P, haemolytica son poco frecuentes como. parte de la
microbiota normal y €% raro su aiSlamieutq‘ de’ animal?s‘;qgé,3
presentan cuadro neuménico . Este hééﬁo puede dﬁbérse/_béyiléi
menos en México, a que efectivamente sean poco frecuentes, a la
falta de una metodologia diagnéética'adecuada, a‘no:qonsidgrar‘g P.

haemolytica dentro de los diaghéstiéos diferenciales de»éuddroSl

septicémicos o simplemente a la-falta de intcrﬁs‘porIésta‘bactéria;f'
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también puede deberse a que éste biotipo vnicamente 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 origenes se observaron diferencias en. cuanto a la
capacidad de produccidén de leucotoxina, siendo directamente
proporcional al origen y serotipo de la bacteria. Los
aislamientos que tuvieron mayor produccidn de leﬁcotoxina fueron
los obtenidos de animales muertos por neumonia y la menor

produccion en los aislamientos obtenidos de microbiota normal,

Los serotipos que nicamente se obtuvieron.

frecuencia, en aislamientos de microbiota normal fueron -los . A2,

Y A9 en donde el serotipo que mayot'eféctd citotéxico. tuvo fue

el serotipo A9, siendo su produccién'irrcgular:duxénté.tbdﬁvéi'
proceso de incubacién y goﬁ un’ posterior descensoﬁa la GaVﬁdra:
llegando a nxveles de 0. Aqui cabe resaltar que Pl serotipo Ali

de ‘este grupo comienza su producclon hasta la segunda hora def

incubacian;

En aislami=ntos de pulmones neuméhicos se obtuvieron inicamente

los: serotipos, Al 'y A5, en donde'el‘que,presenta'un“mayb;f

efecto’ citotéxico es este dltimo. ~El berotipo ‘AB: tamhléﬁ

aislado de pulmones de anlmaleb sacrlfxcados en rastrofper

llegar a alcanzar los mismos £itulos de producclon del primer&

grupo.




Los serotipos Al, A2, A5 y A9 fueron aislados de muestras de
pulmones de animales sacrificados en rastro; en este grupo el

serotipo A9 fue el que mayor produccidn de leucotoxina tuvo, los
demds serotipos no alecanzaron niveles significativos dufante su
periodo de incubacidn a excepcidn del serotipo A5 que en la 3a
hora alcanzé un titulo alto pero sin llegar a alcanzar al

serotipo A9.
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