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HESUJ\IEN 

En el presente trabajo se obtuvlerón oislomlentos de Posteurella 

haemolytico y Posteurello muttocido paro evaluarlos comparativamente 

con aislamientos obtenidos de mlcroblato normal de bovinos y ovinos. A 

dichos aislamientos se les identificó por métodos bacteriológicos 

convencionales. trotando de correlacionarlos con los diferentes grados de 

lesión. tanto macroscópico corno microscópicomente. donde las lesiones 

macroscópicas se evaluarán mediante la impresión en papel de las zonas 

afectadas. determinado el porcentaje de lesión. Poro Posteurello 

hoernolytico se evaluó ro capacidad de producción de leucotoxina. 

mediante ensayo visual simple. Los serotipos capsulares de Posteurello 

hoemolyfica se identificaron mediante la técnica de hemoaglutinación 

indirecto. utilizando antisueros de referencia. La tipificación de Posteurello 

multocido se realizó utilizando la prueba de inmunodifusión en gel. Se 

determinó la producción de proteascs de secreción. tanto de Posteurello 

hoemotytico corno de P. rnultocida. mediante la técnica de electroforesis 

en gel . Se trabajaron 32 aislarnientos de bacterias del género Posteurello. 

de los cuales 21 correspondieron a Pasteurello haernolytica. todos ellos 

obtenidos de borregos. Los otros l 1 aislarnientos correspondieron o 

Posteurella multocido. De los 21 aislamientos de Posteurello haernolytico. 8 

pertenecieron al serotipo A 16. 9 al serotipo A2 y uno pero Jos serotipos 

A 11. AS. A 1 y A 10. respectivamente. Es importante señalar. que en 

pulmones neumónicos. fue mós alto fo frecuencia de aislamientos del 

serotlpo A 16, mientras que de microbio to normal fue el serotipo A2. De los 

1 1 olslomientos de Pasteurel/o multocido. 4 pertenecieron al serotlpo 

somático 3. tipo A. 4 el seroflpo somático 6. tipo D. 2 al serotipo somático 3. 



tipo D y 1 al serotipo somático 9. tipo O. los aislamientos de pulmones 

neumónicos. mostraron un aparente mayor efecto cltotóxico. comparado 

con los obtenidos de microbiota normal. Sin embargo. estadísticamente 

no hubo diferencia signiricalivo. Se encontró mayor efecto citotóxico a la 

cuarto hora de incubación; para los aislamientos obtenidos de neumonías 

el titulo registrado fue de 96.83 .=. 77.92. observóndose un decremento 

importante a lo sexta hora de incubación con un título de 34.05 ~ 33.29. En 

los aislamientos de microbiota normal. se observó que los títulos 

permanecen constantes tanto a ro cuor1a hora (76.45 ~ 67.91 ). como a la 

sexta hora f72.5 ~ 59. l 5) de incubación. De los 32 aislamientos do 

Posteurello hoernolytico y mullocidc. se trabajó con 24 de ellos poro 

determinar la presencia de proteasos de secreción. De los 20 aislamientos 

que correspor.dian a P. hocrnclyt1cc. t..:..·n 19 de ellos se obscrv-ó actividad 

de proteosas en los sobrenodanfe:s. Paro P. rnu1:oc1do dE: lo:'.>-~ aislarnienfos 

que se procesaron. todos mostraron actividad enzimática. 

Es evidente la par1icipación de otros serotipos ccmo el A 16 de 

Posteurello haemolytico a los coniunmen1e descrifcs en la literatura. 

Asimismo. se pone de nianifiesto la importancia del scrotipo D de 

Posfeurel/o multocido. ocasionando cuadros de pleuroneumonia fibrinosa 

severa. En Posteurclfa hoerno/ytica y rnuJtocido se demostró la producción 

de moléculas con actividad de proteasa diferente a la siologlicoproteoso 

descrita paro P. haernolytica. debido al mayor peso molecular de las 

moléculas encontrados. Ésto es importante porque dichas moléculas 

pudieran jugar un papel importante en la patogenia de la enfermedad. 



INTRODUCCIÓN 

lo producción de carne y leche no ha podido incrementarse con la 

misma rapidez con la que ha aumentado la población mundial. debido a 

diferentes factores. Entre c-slos factores tos procesos infecciosos son causo 

impor1onte de morbilidcd y mortalidad en rumiantes. En Europa y Norteamérica. 

Incluyendo México. las infecciones respiratorias son un grupo destacado de: 

problemas en éste f"ubro ' 2 • 

Las n'~un-,onias constituyen vno de los principales problema~ d•-" ~alud en 

los rumiantes. Entre !as pórcidas que oca!:ionan. se incluyen la rnuerte de los 

animales enferrnos. loo;. e!uvcdos costos de !os 1ratarr.ienlc!.. el bajo rer.dimiento 

de los ar.irnales afectados. deconoisos en E:I ras1ro y. ad€~rnós. L>I costo derivado 

de la aplicacion de tratornien1os. Todo esto ocasiono que !os costos de 

producción aun-\t:-n1en '>' lo c:sponlb1!1dod de alirnt::nto~ di~rY>.inuya •;;. 

Esfudios rea11zod0s en t'w'°IÓxico. destacen la importancia de tas 

neumonías en becerros. ya que c!íniccmente la incidencia y prevalencia 

alcanza hasta un :.'4 ~en ta etapa de lactancia ~. Por o!ro lodo. en esfudios 

sobre mortalidad .-~n corderos. se ha determinado que la muer.e de éstos. 

asociada a procesos neumónicos. puede rebasar el 20 %. En estos trabajos se 

ha demostrado que et mayor porcentaje de mcr1clidad por neumonías se 

acentúa entre los 2 y 3 meses de edad ••::.. 3 _ 

En otros estudios donde se evaluó la mor1alidad perinatol en ovinos de la 

zona de Milpa Alta. D.F .. se demostró que lo cifro alcanzado por neumonias era 

del 32 % 'l. Un resultado similar fue obtenido en lo zona de influencia de lo 

Facultad de Estudios Superiores Cuoutitlón. Es~ado de México 33 • 



Como cuolquier otro sistema que está en contacto con el medio 

ambiente. el sistema respiratorio Tiene su propia mlcrobiofa. Esta población de 

miCrOO('gonlsmos estó restringida o lo porción proximal del sistema de 

conducción (covldod nasal. nosofaringe y laringe). Los porciones distales de los 

sistemas de conducción. transición y de intercambio son escencialmente 

estériles 34 • 

Los tipos de bacterias presentes en Ja cavidad nasal varían 

considerablemente entr~ los diferentes especies animales. así como también. 

de acuerdo al medio ambiente en el que se crien estos animales. Pasteure//a 

hoemolytico y Posteurello rnulfocida son porte de lo rnicrobioto normal de 

rumiantes y también son agentes causales de la posteurelosis neumónica. 

Estudios experimentales han demostrado que las bacferias de la microb;ota son 

constantemente acarreadas al pulmón a fravés del aire inspirado . A pesar de 

esto. el pulmón permanece estónl gracias a sus eficientes mecanismos de 

defensa: ros cuales se dividen en inespecíficos y específicos :H_ 

Dentro de los mecanismos incspecificos. tenernos la generación de 

turbulencias de aire en lo cavidad nasal. el atroparniento de por1iculos por el 

aparato mucociliar. la expulsión de pcr1ículas atropados mediante el 

movimiento mucociliar; la disolución de gases tóxicos {solubles) en el moco; la 

destrucción y eliminación de material extraño y microorganismos. mediante Ja 

fagocitosis por macrófagos alveolares: lo tos y el estornudo J.&. Las partículas con 

diómetros comprendidos entre 0.5 y 2 µ. tamaño al cual corresponden Jo 

mayoría de las bacterias. pueden franquear los mecanismos de defensa 

específicos e inespeciricos del aparato respiratorio superior y logran llegar hasta 

la pared del alveolo 3 1_ 



A éste nivel exist"3n otros meconi!.mos de defensa que son capaces de 

neutralizar a las bacterias: el principal responsable de esta lnactivoción es el 

mocrófogo alveolar 3' 

Existen otros substancias y mecanismos que ayudan o la protección del 

teFdo pulmonar. entre ellas se encuentran anticuerpos. lisozima. transferrina. 

interferón y fracciones del complemento ~ ;--. ':l6. 

Se menciono que les factores predi~poncntcs juegan un papel 

determinante en el dc~arrollo de la cnfr.:rmcdad. pcr CjCmplo: las condiciones 

medio ambientales adversas con10 tcn1pcraturo baja. humedad alto y 

ventilación deficiente. cunados o la r.1Gla cltrnentación pueden favorecer lo 

presentación del con•;:;lí_•jo rc'5p1ratorio. ·;' ; .. ·~ •· ·~ 

El estado de estr0s implica la tnsoturación de uno reacción 

neuroendócrino que conlit?vo 10 l•berac1ón de esferoides de la .:::ortezo odrenat. 

Cuando el estímulo c:;ue provoca 0sTa reacción se prolonga. la liberación de 

estreroides endógenc~. principalmente cortisol. d:sminu1ró !a capacidad del 

animal para establecer uno resoue~ta inmune adecuado. Si a és.tos condiciones 

estresantes se les or~adc una higiene deficier1tc y uno elevada humedad 

relativo (mayor o 80 ~). exisTe una n1oyor po~ibilidad de que se presenten 

enfermedades respirato~ios. debido al alto grado de contaminación y a la 

mayor supervivencia de los microorganismos en el medio 1 ;; =· ~ 1 • 

Otra situación de gran relevancia es la nutrición de los animales. 

Recientemente se ha demostrado que las deficiencias de vitaminas y minerales 

troza influyen desfavorablemente en la capacidad de respuesta inmune: si bien 

no se ha determinado con exactitud la manero en que ésto ocurre 1 2.2•.~ 1 . 



También se he demostrado lo participación de agentes primarios de tipo 

viral como adenovirus. virus respiratorio slncJtlal bovino. parainfluenza - 3, 

rinotroqueltls infeccioso bovino (herpesvirus 1 J. entre otros. que odemós de 

causar un efecto citopótico directo en el oporoto respiratorio. reducen lo 

remoción bacteriana y la copocldod fogocítica del mocrófogo alveolar con lo 

cual se facilito lo colonización pulmonar por agentes bacterianos "9-30 

Lo naturaleza bósico de lo lesión pulmonar causada por Pasteurella 

multocida puede iniciarse con uno bronconeumonía. donde la lesión comienza 

en los bronquiolos terminales y de ahí se difunde o los alveolos adyacentes. Los 

bronquiolos presentan uno reacción inflamatoria aguda. con congestión de sus 

paredes e infiltración de su luz por neu1rófilos. A continuación las bacterias se 

extienden a los alveolos vecinos. los cuales se observan con congestión y 

edema. Por esto. la lesión tiene al inicio una dis1ribución en "porches

multifocales. localizada sobre todo en la porción craneoventrol. Si la lesión 

avanza. los lobulillos afectados coalescen para producir una zona de 

consolidación lobulor n. 

Este 1ipo de neumonía suele ser causada por infección bacteriano del 

pulmón y se difunde a lo largo de los conductos respiratorios. El sitio de la lesión 

inicial. es la unión bronquioalveolar. que suele ser suceptible debido o la 

ausencia de capo de moco. la concentración de par1ículas inhaladas en los 

bronquiolos durante el flujo de aire y lo disminución de lo velocidad del flujo en 

esta región. La presentación de este tipo de neumonía en la zona craneo • 

ventral pulmonar. pudiera deberse a que los lóbulos anteriores presentan una 

menor velocidad de eliminación de partículas por el aparato mucocilior 72
• 

La neumonía causada por Posteurella haemolytico se corocterlza por ser 

uno pleurobronconeumonio fibrinoso severo. Sin embargo. se logro aislar este 



agente de cuadros neumónicos que varían en cuanto o su severidad. 

distribución y morfopatologia. En estos cuadros podemos encontrar desde 

neumonías supurativos focales y difusos. hasta cuadros donde existen lesiones 

vasculares con trombosis y hemorragias. en los que adicionalmente se puede 

observar la transformación de macrófagos dando un aspecto arremolinado o 

de "avena" y es posible que éstos cuadros diversos sean ocasionados por 

diferencias en cuanto a propiedades patogénicas de la bacteria"''"'. 

En el año de 1932. Ncv ... son y Cross, trabajando en el estado de 

Colorado. E.U.A .. estudiaron los problemas ncun,ónico::> de Jos ovinos y aislaron 

en formo consistente rnicrocrganisn1os a ros que ;:;odian clasificar de acuerdo o 

pruebas bioquimicas y sero!ógicas en dos diferentes grupos: el de bacterias 

típicas. las indol positivas y no hemoltficas para las que prepone se conserve el 

nombre originalrncntc dedo por t.::irr de Posteurello rnultoc1cJo dado la 

carocterísfica de que afecta a var¡as e~pecies animales y paro el grupo atípico, 

el nombre de Po~teurelfo hoernolytico. fsta non1enclatura se rriantiene vigente 

en lo actualidad:;· . 

Por mucho tiempo. se desconoció la importancia de P. haernolytico y P. 

mulfocido en el proceso de lo enfermedad respiratoria. ya que no eran 

capaces por si solas en condiciones e.xperimentares de causar la enfermedad. 

Solo cuando se estableció lo idea del complejo neumónico de etiología 

múltiple o multifactoriol, se comenzó a considerar que éstas bacterias podían 

ser invasoras secundarias y responsables de producir lesiones graves en el 

pulmón~. 

Pasteurello hoemotytico es un agente que comunmente se asocio a 

problemas neumónicos de rumiantes ~. El prin1er oíslamiento de Posteurello fue 



realizado Por Kitt en 1885 y le denominó "Bocteriurn bipolore multocidum". 

Jonesen. en 1921. agrupa o las diferentes especies: P. boviseptico o subgrupo 1 

( indol negativo ). Posteurcllo subgrupo 11ysubgrupo111, a las indor positivas y no 

hemolíticos. proponiendo el nombre de Pasteurello vifufiscpticus poro éstas 

últimas:.-·. 

Entre las carócteristicas generales de P.mulfocido y P. hoernolytíco. es 

que son bacterias de formo cocobacilor. que miden de l .4 por 0.4 micros. se 

agrupan en empc!rzadas o cadenas cor!as. son Grarn (-J presentan una 

coloración bipofar. ro cual es mós n'anifi~sta con la tinción de Wright. son 

anaerobios foculta1ivas. inn-'!óviJes. no forman e'5pora-:> poseen cópsula y son 

oxidase f•J .. ~. 

La mayor:a de !as cepas ferrr.enton ros ccrbchidrotos. pero prC>ducen 

una pequeña canti 1.:jad de ócido. no fc..•rrncnton !o lactosa o lo hocen 

debilmente. no producen ~as, no lictJan !o golottno y no ccagulan 10 /eche ..... 

En agar scngrc. el crecin¡:ento es aparente entre Jos 2.1 y 48 horas de 

incubación, las coronios son de tarnaño vancble. por lo general entre 2 y 3 

milímetros de diórnetro. grisóceas. no hen1olíJiccs. eYcepto P. hoernolytica y 

algunos cepas producen colonias rnucoides. P. multocido produce H;-5 e lndol. 

mientras que P. hoerrolytica no produce Indo/ .. ~. 

P. muttocido posee antigenos capsulares. que son básicarnente 

po/isocóridos y lipofisacáridos. los cuales han demostrado ser estructuras 

ontigénicos diferentes. y se emplean para su clasificación. Asi. Roberts propone 

con base en Jos antígenos capsulares que presentan. uno clasificación 

numérico denominándolos r. 11,111. IV. y V. Corter. u1ilizondo lo pruebo de 

hemooglufinoción indirecto los reclasificó. utllizondo una nomenclatura 

6 



aJfabé1ica y Jos denominó con,o A. 8. O y E. Posteriormente se realizó una 

equivalencia entre los dos clasificaciones. quedando de lo forma !:.iguicnte: el 

tipo A de Carter es equivalente a los tipos 11. 111 y IV de Roberts. el tipo B al tipo 1 y 

el tipo D al tipo v. no encontrando su equivalencia para el tipo E. Asimismo. 

Cor1er y Subfonto detern1incron la efectividad dú una ~olución acuosa de 

ocriflavino agregada al rnedio de cultivo. pern1i:iendo idcnfiticar al tipo D. por 

lo formación de vn precipitado f/oculante dentro de les !;iquicntes 30 rr.inutos, 

mientras que ros tipos A.By E. no presentan ¿.sto r~acción. Para la ídent1ficación 

del tipo A. se ha utifizcc.:'o c·l ;nútocio de la d~ccpsulación por hialuronidasa. Por 

o:ro lado. Ht-:,-ndles~on y ce/. ufii1¿ando la técnica de prec::1p1tación en agor 

identificaron J 6 serot,oos son1óticcs c:!1fcrente!; 4 
•• 

Así. dentro do ;,::,!; cua!ro t;pos d.-::: P. rnulfoc1do, el /-.... <:s el que se ha 

relacionado más frccL-·0nterr1c-nte con prct:.re:mcs ncun1ónicc!; del ganado y 

con el cólera aviar y en r.tciuri':)S cc!:cs ccn ncu:··r"'ior.ias d~ ~erdcs. teniendo una 

amplio distribución ~cc;"lrófica 1ncluvendo a 1 ... 1,e-.:ico. El tioo O se aislo 

principalmente de porcinos. estó rc!cciC·nCdo con la rinitis atrófica y neumonías 

en cerdos habiéndose idenl;ficado en Mé>.;co corrio causante de neumonías 

en bovinos. El tipo 8. causante de lo scpt¡cerriia hcmorrá9ico en bovinos. 

caprinos. ciervos y búfcros ha sido aislado en cnin•oles de Áfrico y Asia. así corno 

del sur de Europa y Australia. El tipo E. quren también causa le !:-epticemia 

hemorrógica. se aisla de animales en Áfrico central • 1 • 

De Posteurella hoernolytica se han reconocido. por hemoaglutinación 

indirecto. o mediante aglutinación rópida en placo; 1 7 serotipos de acuerdo o 

antígenos capsulares solubles; estos antígenos son básicamente 

polisacáridos con alfo capacidad onfigénica: a su vez estos serotipos están 

contenidos en los biotipos A y T por las ccractcristicos bioquímicas de la 

bacteria 'º· Los serotipos 1. 2. 5. 6. 7. 8. 9. 1 1. 12. 13 y 14 corresponden al biotipo 
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A que produce la pos1curelosi!". neurnónico en corderos y neumonía en 

borregos odu11os. Los serotipos 3. 4. 10 y 15 pertenecen al biotipo T. causante de 

uno enfermedad scpticón1ica en corderos entre 6 y 10 rneses • 9
• La 

nomenclatura actuot está encaminada a reconocer al bio1ipo T como una 

especie mós del gónero Posteurello dcncn;inada. Pasteurelfo trt?halosi 3'<'> _ 

En ovinos el sero1iOO mós in-ipor1cr.~e a nivel mucosa respiratoria es el A2. 

sin embargo. se han rcconocico los l 7 ~efotipos corno pa~Ogc:nc~. y r~-::pr·~senton 

el 90 % de los aislorni•:.-ntos. El oho to;.; púrrnar.cc.:e ccn;o no tipificabtc y se 

duda su potogcnic1dcd.'.: sin c;.rnborgo. ~slud;os prclirninorcs en /'.t.é..:;ico han 

demostrado la in-ipo'"toricia de otros ~crotipos corno t~11 A5 y el A?•. 

Postcurcl!a t;cernolytrca produce en fo:.e logarítmica de crecimiento 

uno substancia sc\uo!.-".: que es tó.-.1ca para rnacrófoQos y leucocitos en general. 

La cito1c.<ina. tan-ibi-:':.-n i:cn•cda 1eucotoo:ina. es soluble en aguo. consto de una 

fracción prctéico. Llue c·s ~cn~ibte a tr1p~,ino, d0bido el componente protéico 

esencial. su actividad citotó;irica óp~ima es o 37 ºC y se inhibe a 4 ºC. es estable 

o pH de 2 a l 2 y rc-s:ste el color hasta 60 "'C •'" _ 

La \eucoto..:1nc ~~s producida por los diferentes serotipos ccpsulcres de P. 

hoemo1,,·tico. presen~a las rn1sn1as característicos en todos ellos. por lo cual se 

ha considerado que la inrnunización con és10 puedo conferir protección contra 

la actividad tó)(icc. irdependienternente 

involucrado en la neumonia 1
• 

del serotipo que se encuentre 

Esto leucoto:.-,ino es una citolisina productora de poros. compuesta por 

dos o más subunidades proteicos con püsos moleculares de 105 mil D. que 

dañan a los celu!os blanco por un mecani5mo sirr·ilor al de otras ci1olisinas 



bocterfonas. insertóndo~c en la membrana citoplosmática. con lo resultante 

formación o producción de un poro tronsmembrol. permitiendo lo solido de 

pctosio intracelular e incorporación de calcio y sodio extracelulor. con ello. lo 

presión osmótica intracelular se hoce mós alta y lo célula se hincha. con la 

consecuente lisis y solida de componentes citoplosmóricos 1 ~_ 

Lo leucotoxino induce crtólis1s de neufrófilos y oraquetos. lo cual produce 

daño al alveolo deb;do e la l1berac1ón d<~ enzimas lisosórnicas y radicales 

oxigeno libres. A pene de la ccfividad c1to1é)(icc. es~udios recicnfes han 

mostrado que la /eucoto...-ina modifica la función de:/ ne:-L•trófdc 1
" 

Estas modificcc.cnes ,nc!uvt-::n cun1erito de 10 producción de rncdiadores 

de la inflamación corno el 1.-.:ucotri•:-no s.1 y el ócido 5-~1id•oxi-cicosatetroncico. 

Estos cambios puede•--, or.-,p!1ficar la n.:::·spuesfa inflarnatoria resultando en 

lesiones mós severas o nicjc·rando la hoc:ter1ol10:.is. Adc·n-.ás les concenfrociones 

sublíticos de leucotoxina inr.•ben ra blasro~·.=::-nesis e~:! 1:nfc.ci~os bovinos lo cual 

podría reducir res defer.sos 1:-.munon1cdiacos conrra Po::.reure:!lo hoernolyt1co ~. 

las octividadüs func1cnoles de lo endotoxina de P_ hcernolyf1co han 

empezado a ser mejer entendidas en relación o su papel en la posteurelosis 

neumónica. Se ha rnostrodo que la endofox1na de P. haemolyfico es 

directamente tóxica al endotelio por lo que puede incrementar la 

permeabilidad capilar a nivel alveolar_ Recientemente so ha demostrado que 

la endotoxina daña al endotelio mediante la esfimulación del factor tumoral de 

necrosis (TNF} y por la producción de inter/eucino-1 por macrófagos alveolares 36
• 
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Con respecto o los factores de virulencia extracelulares de P. 

hoernolytico además de lo leucotoxino. cuenta con una proteaso neutro. lo 

hemolisino y la neurominidasa. Lo protecsa neutra de P. hoernotytico hidrolizo 

específicamente siologlicoproteínas 4 ; sus efectos han sido demostrados en 

glicoproteínas de la membrana de erifrocitos humanos. no posee acción sobre 

eritrocitos. ceru/as endoteliales y n-iocrófogos de bovino. por lo cual. su 

participación en !a pofogónosis de! daño pulmonar es inci,.?r1a •!.. Se ha 

informado recientemente que en mutantes de P. hocrno/ytico que no 

producen levcofo;irino aún ~e n-1c:nt1..--__.nc su actividad de !.ia:ogJ;coproteaso • ..,. Sin 

embargo. estudios realizados en Act1r.ot~cc1!!us pleuropneurnonioe demuestran 

que otros proteasas de secreción son factores de ·.nrurenc.a que se involucran 

directamente con ro pctogC-nesis c0 lo t:",actcr;a · 

Una vez que Postcurcl!a hcernolyt1co gano el acceso al alveolo 

pulmonar. factores bccl{'"ricncs esrirnu1on une respuesta intlon1otoria intenso y 

agudo. Estos foctore!: bacterianos asociados con los del ho~p0dodor inducen 

daño tisular 1ocaf1zac'o y estin1uton una respuesta sisfén1ica asociada con el 

proceso inflon,ator10 agudo 36. Durante 10 fase ternprona de crecimiento 

foga:-ítrn•co de la bacteria. se tia observado por microscopía electrónico la 

presencia de fimbrias y glicccóJ:x bacteriano. Las f;n;brics son de 

apro.ximadamenle 5 nn1 de oncno y de 300 nrn de longitud. estón presen1es 

solo cuando 10 bacteria se cultivo de manero estacionario. Por otro lado el 

tamaño del glicccólix es de 150 nrn de grosor y su tamaño a:sminuye cuando 

los cultivos tienen más de 18 hrs de incubación 18 •e. 

La función que tiene este tipo de estructuras con los mecanismos de 

potogenicidad están relacionados con lo colonización a nivel del aparato 

respiratorio alto. actuando como un factor de unión de la bacterias a los 
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células epiteliales de la mucosa nasofaríngea. mientras que el glicocófix puede 

conferir a Jo bacteria las propiedades ontifagociticas ie.• 6
• 

Es reconocido que la vacunación es el meje; mE:. todo para el control de la 

pastererelosis y las investigaciones se han concer,frodo en la identificación y 

corocterizoción de inn1unógenos patencialrnente protectivos en cepos de 

origen ovino y bovino~. En la actuaJrdad se han descrrollodo uno diversidad de 

inmunógenos para prevenir la neumonía causada por P. haernolytico con 

resultados aparentemente satisfactorios en algunos casos '~'. Estos inrnunógenos 

vorian en cuanto a le vio de inoculación. adyuvantes utilizados. tipos de 

antígenos: vivos 1 =-. muertos 1 ' y extractos :9 
:;-
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OBJETIVOS 

- Aislamiento. identificación y tipificación de bacterias del género 

Posteurello de diferentes lesiones neumónicas en bovinos y ovinos. 

- Evaluar lo capacidad de producción de leucotoxino como propiedad 

potogénica de Posteurello hoernolytica aislado de cuadros neumónicos de 

diferente intensidad en bovinos y ovinos. 

- Determinar lo presencio de proteasos de secreción del género 

Posteureflo. 
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HIPÓTESIS 

Los tipos y serotipos de Posteurello hoemolytico y Posteurello multocida. 

así como los propiedades patogénicas. pueden variar dependiendo de lo 

especie onirnal afectada o de la intensidad o severidad del proceso 

neumónico. 



MATERIAL Y MÉTODOS . 

MATERIAL BIOLÓGICO. 

Los aislamientos de Pa5teurella fueron realizados en el laboratorio de 

Microbiología de la FES - Cuaulit!ón . y en el laboratorio .:je Bacterio!ogio del 

CENID-t'-.lr.icrobiología. lNIF/" ... P- SAGAR. El ai!:.lamiento se realizó o partir de 

muestras de pulmón rcrni!1das al laboratorio de Patología cJe lo fES-Cuautittón. 

Además se contaban con 1 l aislamiento~ de P. hoernolyt1ca y uno de P. 

muftocido. obtenido~ en un trabajo previo " a partir de n1icrobiota norrr.al de 

ovino. TambiCn se contaba con una cepa de referer.cia de P. hocmolytica 

serotipo !' ... 1 • 

EXAMEN MACROSCÓPICO. 

Los pulmones se conservaron en refrigeración hasta obtener el 

porcentaje del óreo afectado mediante la impresión en papel de és1a zona. 

Esto se realizó con lo torr.a de diapositivas. cuando ésto fue posible. de lo 

porción dorsal y ventral del pulmón. tas cuales fueron proyectadas en 

esquemas en papel del pulmón para detern1inor el porcentaje afectado 

mediante lo siguiente fórmula: 

100 X PESO DEL ÁREA AFECTADA 

3 PULMÓN AFECTADO= -------------------

PESO TOTAL DEL PAPEL 
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EXAMEN BACTERIOLÓGICO. 

Se intentó el aislamiento de la porción del pulmón más dañada. Los 

muestras fueron sembradas en agar sangre e incubadas a 37 ºC durante 24 

horas: la identificación de los agentes se realizó por métodos bacteriológicos 

convencionoles 1 ~. 

EXAMEN MICROSCÓPICO. 

El exornen his1opa1or6qico s~ J1ev6 a cabo medion1e la conservación de 

secciones representativas de k~sión purrnonar. ras cuales se fijaron en formol al 

10 %. se incluyeron en parafina y fueron ter'iidas con la túcnica hcrnatoxilina

eosina para su evaluación niicroscópica "') . 

CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DE LEUCOTOXINA DE P. haemolyt/ca: Se 

cultivaron ras ceca::. de P. hoernol-,•f1cc en C<Jcr sangre y se incubaron a una 

temperatura de 37 ºC por 18 horas. Se procedió a cosechar en viales los cua!es 

contenían 10 n1I d8 so!ución sc!ina amor1if)uodora {SSA). se estandcnzó a 0.540 

de densidad óptica o::n un espec1rofotén1etro o uno longitud de onda de 540 

nrn. Posteriormente. en vicio~ por duplicado. conteniendo 20 rnl del rncdio Rt.t1.PI 

1640. adicionado con 73 de suero bovino. se colocaron 2.0 rnr de lo solución 

estandarizado de bacterias: identificando codo vial con el número de 

aislamiento. Se incubaron las muestras en baño t-Aarío a 37 ªC con movimiento 

constante o uno velocidad de 1 50 RPM. durante seis horas. A lo hora 4 y 6 de 

incubación se obtuvieron alícuotas de un mililitro de cado vial depositándolo 

en microtubos cónicos de plástico. y se congelaron hasta su evaluación. Lo 
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cantidad de leucotoxina producida se determinó empleando un ensayo visual 

simple·"· 

ENSAYO VISUAL SIMPLE PARA LA DETERMINACIÓN DE LEUCOTOXINA DE 

Pasteur•//a haemolytlco: Es1a prueba se fundamento en lo capacidad que 

tiene lo leucotoxino de Posteurella hoemolytico paro lisor o los células "blanco". 

que en este coso fueron leucocitos d~ sangre periférico de bovino obtenida 

mediante choque h¡potónico de sangre completa. Se realizaron diluciones 

dobles de los sobrenadantes de cultivos obtenidos a lo hora 4 y 6 de 

incubación en ni.icroplocos de titulación de 96 pozos de fondo plano. Se 

adicionó rnedio RPMI 16..:0 a cado pelo. posteriormente se agregaron los 

sobrenodantes de cultivo e-n Jo fila !' ..... : a oart1r de ésta fila se procedió a hacer 

diluciones dobles hasta lo file H, enseguida se ar1adió la suspensión de 

leucocitos 1 :...: l o7 cer /mi y se incubó durante una hora a 37 ºC. Al finalizar este 

período. las p:acos se ccn1rifusaron a 800 g por cinco minu1os. a cado pozo se 

le adi~ionó SSA forrnclini;;::cda al 10 e::_ •• y se: incubó a tc-nipcratura an1biente 

durante 20 minutos. Posteriornientc se tir-<eron les placas con uno solución de 

cristal violeta al 1.0 ~durante 10 rninutos. !avóndose finalrncnte éstas con ague 

corriente. Si se observaba un fondo azul en lo~ pozos. indicaba la presencia de 

células teñidos y por Jo tonto Je ou~encia de reucoto>.ino de Pasteurella 

hoemolytico en los sobrencdantes. 

Un rondo cloro indicaba lo presencio de citotoxina libre ejerciendo su 

erecto de lisis sobre las células .. blanco". eliminando el sustrato celular a teñir 17 • 
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CHOQUE HIPOTÓNICO PARA LA OIHENCIÓN DE LEUCOCITOS DE SANGRE 

PERIFfRICA. 

Se tomaron muestras de sangre periférica de bovino con tubos 

vocutainer# los cuales contenían heparina como anticoogulan1e. Lo sangre se 

depositó en un matraz. al cual se le adicionó la misma cantidad de agua 

destilada por 30 segundos. provocando el choque hipotónico que produce fo 

lisis de los eritrocitos. Posteriormente. se le agrego la misma carotidod de SSA 

concentrado 2X. con lo cual se detenia ta lisis eritrocitica. 

Esto se centnfugü o 800 G por cinco minutos. este procedimiento se 

realizó hasta obtener et pcquelc globular blanco. libre de eritrocitos. se 

estandarizó la conccr~,1roción o 5 X l Q6 ci.!-!ulas por rnilil1tro resuspendidos en 

RMPI -1640 "-

DETERMINACIÓN DE LOS SEROTIPOS CAPSULARES DE P. haemolyfica. 

Los serotipos capsulares de P. hcernolytico fueron de!erminados por 

Hemooglutinoción Indirecto. utilizando ontisueros de referencia y siguiendo lo 

técnica sugerido por Fran!.;: {1978) en microplacas de titulación de 96 pozos. 

Poro preparar el antígeno (eritrocitos sensibilizados}. se hizo crecer o lo 

bacteria en medio líquido PPLO durante 18 horas o 37 ºC en uno incubadora 

con ogi1ación a 150 RPM. Posteriormente se inoctivaron los cultivos en baño 

maria o 56ºC por 30 min. Se agregaron 100 pi de eritrocitos de bovino 

previamente lavados con PBS o uno concentración del 13. Inmediatamente. se 

Incubó en el baño durante 1 hora a 37 ºC. los eritrocitos se lavaron 3 veces por 

centrifugación y fueron resuspendidos. finalmente. a uno concen1roción del 13. 
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En placas de microtitulación de 96 pozos de forma en .. U .. de agregaron 

25 µI de PBS: en el primer pozo de cada fila se puso el an1isuero a probar {de 

referencia del al 16}. Se hicieron diluciones dobles de los antígenos 

determinados hasta lo fila H. Posteriormente se agregaron 25 ¡.11 de eritrocitos 

sensibilizados con Posteurella haemofytico del serotipo a probar y se dejaron 

incubar de 1 a 2 horas a 37 ºC. ,\1 finalizar este periodo. se realizó una primera 

lectura y se incubaron las placas durante toda la noche a temperatura 

ambiente para realizar posteriormente la segunda lectura de las placas YI. 

TIPIFICACIÓN DE Pasfeuretla multocida. 

La determinaciÓn de !os scrotipos somóticos se realizó mediante la 

prueba de inmunod1fusión e:n gel. Se cu!tívaron las cepas a probar en ogar 

sangre por 18 hcrcs. po~teriorrnente 5#:? cosect•ó en tubos eppendortf en un 

mililitro de solución sc!.na fisiológica. Se son-H.:·r1ó a calor hUn1edo 151b. 1 5 rnin. 

120 ºC y se centnfus=;;é;. a 3.000 g. 10 rr.in .. a .. -: ºC :VJ. 

Se obtuvo el sobrenadonte y se congeló hasta su evaluación. De ésta 

manero se obtuvieron extractos de la bacteria para 5er utilizcdos como 

antígenos y posteriormente fueron prcbadcs con antisueros de referencia. Lo 

pruebo se realizó en portaobjetos que contenían en su superficie ogar noble 

salino al 8.53 con perforaciones en forma de roseta. Los orificios hechos en el 

ogor se llenaron con 20 p.I con el ontisuero de referencia en el centro y en los 

perforaciones de lo periferia se colocaron los extractos del oislamien1o a 

probar. 
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Los laminillas se colocaron en uno cámaro húmeda y se incubaron a 

37ºC durante 24 e 48 horas. le lectura para localizar los lineas o bandas de 

1denfidod se hizo en una cámara de fondo obscuro 3A. 

Poro determinar los scrotipos capsulares se utilizaron las pruebas de 

floculoción de la acriflavinc y decapsulación con hialuronidasa utilizando uno 

cepo de referencia de Stophylococcus aureu5 {cepa Co ........ an) '~. 

DETERMINACIÓN DE PROTEASAS DE SECRECIÓN. 

Los aislamientos de:- P. hacrnolyt1co y P. rnultocido se sembraron en 

medio líquido PPLO. se inc:..1bcron con agitación constante durante 18 horas a 

37ºC. Posterior a este rien1po. se centrifugó a 3000 ;..: g por 20 rnin. y se separó el 

sobrenadante. A este -::ot.:renodontc se 1~~ agregó sulfato de amonio al 70 % 

para precipitar tas pro~0ínas. Se volvió a centrifugar a 3.000 X g por 20 min. se 

desechó el sobrenadan te. y el prcc:p1tcdo se rcsu!.Pendió en 100 pi de PBS ( l x) 

Se realizó una a;ó:isis de fC!:· suspcns1cr.es por 18 horas a ..!ºC centra PBS ( 2-..: ). 

En1re 30 ó 40 pf de coda muestra fueron od:cionandos en amortiguador 

de muestra. postenorn1ente se ccrqaron *".::?n una cón;aro de electroforesis y se 

corrieron en geles de poliacriramida at 1 0%. copolirne,.izada con O. 1 % de 

gelatina. El corrimiento se realizó a 85 volts a temperatura ambiente durante 2 a 

3 horas. 

Posteriormente el gel se lavó durante uno hora mínimo con friten X 100 

para desechar el exceso de SBS. Se dejó todo ro noche activóndose con calcio 

y se fiñó con azul de Coomossie y posteriormente se destiñó con ácido océ1ico 

( 10: 40 ). metano! y H20 y se realizó lo lectura. 
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RESULTADOS. 

Se trobojoron 32 aislamientos de bacterias del género Posteurella. de los 

cuales 21 correspondían a Posteurella haernolytico todos ellos obtenidos de 

borregos. Los otros 11 aislamientos corresponden a Pasteurella rnuttocida. De 

los 21 aislamientos de P. haernolytico. 1 1 fueron obtenidos de rnicrobiota normal 

de ovinos clínicamente sanos en un trabajo previo'. El resto fueron aislados de 

procesos neun•ónicos de anirnales que presentaron rnucrte agudo o suboguda. 

Además se contaba con una cepo de referencia eje P. haernolyt1ca !;erotipo 

Al. 

De P. rnu/foc1do l O #:3.'rcn ci$1cn1icnto~. de• puln1or.es neumónicos de 

bovinos jóvenes que presentaron rnucrtc oguda y uno ~e aisló a parf¡r de 

cavidad nasal de o·,,ino clir.icon1en1c sano. 

De los :? 1 cis!cmientos de Po5tcurello haernolytfca 8 pertenecion al 

serotipo A 16. 9 al serotipo ,.....,_:z y uno para ros serotipos Al 1. AS. A t y A 10. 

respectivamente. [n el cuadro 1 se rnuestra fa distribución de los serotipos 

aislados segUn su origen. Es in~por1ante señalar que en pulmones neumónicos 

fue mós alta ro frecu.:-ncia de aislamientos del serotipo A 1 6 mientras que de 

microbiota normal fue el serctipo A2. 

De los 1 1 aislamientos de Posteurello rnu/tocido. 4 pertenecieron al 

serotipo somático 3 tipo A. 4 al serotipo ~omófico 6 tipo D. 2 al serotipo somótico 

3 tipo O y l al serotipo somático 9 tipo O { 9.03 }. En el cuadro 2 se muestra Ja 

distribución de los serotipos somáticos y los biotipos aislados según su origen. 



EXAMEN MACROSCÓPICO. Los pulmones de los animales donde se aisló 

Posteurello hoemolytico rnacroscópicamente presentaban en su mayoría 

lesiones neumónicos de nioderadas o severas ( 1 5.09% - 94.37% J de tipo labor 

con pleuritis fibrinosa. Ocasionalmente se observaron cuadros de 

bronconeumonía o ncun1onia de 1ipo lobular ( ctasiticación de acuerdo a 

Breeze R.G .. : Repiratory Pha:o!ogy Notes. Washington State University. ) 

Les aislan1ientos de Pasfcureflo rnulfocida fueron obtenidos de bovinos 

que presentaban cuocros clinicos con disnea marccda. t:ebre. cnorexia. 

postración. sc:.da deo liquido sanguinolento por orificios nasales y muerte entre 

los primeras l::: y :?·! ~1rs ce prcscn!aciór. de los signos. A la necropsia se 

encontraron cuac:::'ro'.: ~e-.·eros de plet.-'roneun1onia fibrinosa difusa severa. ascitis 

severo y hen-iorrcg c::s 0cneralizadas en dif~ren1es órqano~ principalmente 

vísceras abdornina!es. ~cdos éstos del m!snio brote. 

La intensidad de las lesiones obtenidos rr.edionte le impresión en papel 

se mues1ron en !os cuadros 3 y 4 re!ccíonándolos ccr. los serotipos aislados. 

EXAMEN HISTOPATÓLOGICO. En términos generales. los lesiones histopotológicas 

de los pulmones con lesiones neumónicas fueron de intensidad severo en el 

caso de los bovinos. y de moderada o severa para los ovinos. ésto en base al 

hallazgo macroscópico de la distribución de las lesiones. Se observó con mayor 

frecuencia cambios vasculares caracterizados por congestión. hemorragia y 

edema; distención de septos interlobu!illares debido a la infiltración de células 

inflamatorias entremezcladas con fibrina. pleuritis. infiltración intersticial de 

células mononucleares o polimorfonucrcares. Ademós. era frecuente observar 

células fusiformes con aspecto arremolinado. Otras lesiones observadas con 
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menor frecuencia fueron; sincifios. hemorragias subpleurales y aumento relativo 

del tejido linfoide asociado o bronquios. 

CINÉTICA DE PRODUCCION DE LEUCOTOXINA. La cinética de producción de 

leucotoxina para los diferentes ois/orniento5 de Pasteurello haernolytica se 

muestran en lo gráfica. los valores prornedlo de los tifulos más altos. 

representados cerno el inverso de la dilución m6s at:a registrada como positiva. 

Se observó que veinte df.3 los aislamientos que tu· .... ieron una mayor capacidad 

de prOducción ce leucotoxina fueron los obt~nidoo; de animales muertos por 

neumonía y ro rnencr producción se observó en doce aislamientos de 

microbíofa normal. Se encentró n1ayor erecto ci!otó ... ic::o a la cuarta hora de 

incubación: paro lo<: oislan1ien~os obtcn;dos de nc1.ir11oníc.::-:.. el 1íturo registrado 

ruede 96.83 .:!::. 77.92. cbservóndos•~ un dc-cr-:=n1ento importante a la sc:--Ta hora 

ce incubación con un título c!e 3.:.05 ~ 33.::?9. En ro~ cislan-iien!o~ de microbiota 

normal. se observó que los títulos perrnanccen constant~s tan':'o a la cucrta 

hora í76.45 ~ 67.91 ). cerno a lo sexta hora (72.5 ..=_ 59. 15) de incubación. 

En ros cuadros 5 y 6 se mue$fran los ve/ores promedio de los titulas más 

alfas. 

PROTEASAS: De los 32 ois!amienfos de Posteurello haemolytico y 

multocido se trabajó con 24 de ellos porque los geles. solo tenicn capacidad 

poro 6 cepos. ésto se hizo para detern-iinar la presencia de proteasos de 

secreción. De los 20 aislomienfos que correspondían a P. hoemolytico. en 19 de 

elfos se observó actividad de proteasos en los sobrenadantes. Para P. multocido 

de Jos 4 aislamientos que se procesaron. todos mostraron actividad enzimótica. 



En lo Figura 1. se observan cuatro cepas de Pasteurella hoernolytica de 

microbioto normal. que presentaron actividad enzimático alrededor de los 100 

kD de peso molecular. Los tres copas restantes son de origen neumónico y 

presentaron uno actividad menor que las de origen de rnicrobiota normal. 

observándose un peso molecular de entre 70 y 50 kD. 

En la Figuro 2. se- observa en cuc1ro cc·pcs de Postcureflo hoemc!ytico 

de origen neumónico la degradación de fa 9elafina cercano a ~os 1 16 kD . 

Como puede observarse al comparar con las cepas de ro Figura 1. !os pesos 

moleculares son difcrenh~s y Csto es 1nd1cal1vo d1.'.: la posible prE."$encia de 

profeasos diferentes. Los úl1in-1as !re!". cepa-;. de: óste CJCI correspondian o 

Posteurello m1..'ltoc•da d8 origen ncun1ónico. las cucle:s degradaron el sustrato a 

nivel de los 1 16. 97 v 38 \.:O. rr:::"soccti·.1crnc•nte. 

Le figura 3. n-H . .icsrra cepcs toces d•2' origen neun1ónico de Pasleurella 

hoemolytica y P. mi..:I~oc1da. donde se observa actividad en un espectro 

superior a los 205 kD en todos les ccsos. 

Es importante señalar que en éste trabajo no se determinó cuóles 

pudieron ser los sustratos específicos de estas enzimas. 



CUADRO 1. DISTRIBUCIÓN DE LOS SEROTIPOS AISLADOS DE P. haemolyt/c:a. SEGÚN 

SU ORIGEN. 

No. DE AISLAMIENTO ORIGEN SEROTIPO CAPSULAR 

1 NEUMÓNICOS A16 
2 NEUMÓNICOS Al6 
3 NEUMÓNICOS Al6 
4 NEUMÓNICOS Al6 
5 NEUMÓNICOS Al6 
6 NEUMÓNICOS Al6 

r--· 
7 NEUMÓNICOS A.16 

8 NEUMÓNICOS Al6 
9 l NEUMONICOS Al6 
10 __J NEUMÓNICOS Al6 
11 tw'\ICROB!OTA NORMAL AlQ _____ 
12 MICROBIOTA NORMAL A2 
13 f'.11CROB!OTA NORM/ ... L ,.\:? 
14 MICROBIOTA NORMAL 

1 
A2 

15 MICROBIOTA NORMAL A2 
16 MICROBIOTA NORMAL A2 
J 7 MICROBIOTA 1-JORMAL A2 
18 f-..A,ICROB!OTA NORMAL A2 
19 MICROBIQT,.\ NORMAL A2 
20 tV\JCROBIQT,.\ r·JORMAL Al 
21 MICROBIOTA t-JORMAL A2 



CUADRO 2. DISTRIBUCIÓN DE LOS SEROTIPOS AISLADOS DE P.mu/loclda. SEGÚN SU 
ORIGEN. 

1 N EUMONICO"-S"-l---"'---'-=--l---_,_--"----!--_,__,__-i 
2 NEUMÓNICOS 

6 D ( · I 1 + l 

3 D (- 1 

3 NEUMÓNICOS 6 D LJ 
4 

,___5 
6 

9 D r...iEuMór·.11.~c~o=s'-<,_-~---+-~-•--
NEUMó_Nct_c=o=s_,. ____ ~---

~ 

7 
8 
9 

10 
11 

NEU."'-'\ÓtJICOS 
l~EUMÓNICOS 
NEUMÓNICOS 
NEUMÓNICOS 
NEUMOt-JICOS 
M!CROB!OiA 

NORMAL 

6 
6 
3 
3 
3 
3 
3 

---º-- _____ J_:_J __ 

D 1- 1 

A 1 + 1 

D 1-1 

A 1 + 1 

A 1 + 1 

A ( + 1 

1 + 1 

[ + 1 
1 + 1 

~L:-_L_ 
1 + 1 

1 - 1 
1+1 

1 - 1 
1-1 

(-) 



CUADRO 3. PORCENTAJE DE INTENSIDAD DE LESIONES NEUMÓNICAS. 
RELACIONADAS CON LOS SEROTIPOS CAPSULARES AISLADOS DE P. ho.,molyt/co. 

CUADRO 4. PORCENTAJE DE INTENSIDAD DE LESIONES NEUMÓNICAS. 
RELACIONADAS CON LOS SEROTIPOS SOMÁTICOS Y BIOTIPOS AISLADOS DE 
P.multocida. 

4 9 - D 64.92 
5 6 - D 33.17 
6 6 - D 47.42 



CUADllO 5. VALOllES PROMEDIO DE TITULOS MÁS ALTOS DE LEUCOTOXINA. 

180-140 256 
180-13b 129 

4 133.3 ,•"6? 
180-27 54 c'.:..:7".: 21c 13:? 

P25 92 ··~8" '.?Oo 14.6 
PHl-Ref 13.33 . ' ... 

52b 180.26 ';.~~ .. 

~;t;.~;: SUMATORIA 1154.99 ·:-·_;l SUMATORI 611.6 
t~ PROMEDIO 115.50 ·.~·- 7·;- PROMEDI 76.45 
:•ri~ D.S 71.40 ..... ._. o.s 67.91 
~~!:· V 5098.41 ··--·· V 4612.37 
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CUADRO 6. VALORES PROMEDIO DE TfTULOS MÁS ALTOS DE LEUCOTOXINA. 

180-140 B52 24 
180-13b Bl8 192 

4 14.5 B66 26.6 
180-27 32 21c 50.6 

P25 12 ~ 88.5 
PHl-Ref 41 i·' 

52b l:' 
1::<'º•,L :·:·-:-_i 

':>.r~.--'. SUfv'\ATORIA ! 348,7 SUf-.1.ATORlA 580 
:;-<)·~: PROf./,EDIO 1 34.8_7 ___ PROMEDIO 72.50 
:n~··c:. D.S 36.15 D.S 59.15 

·,,::i.: V 1306.84 V 3498.87 
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TÍTULOS PROMEDIO DE LEUCOTOXINA OBTENIDOS EN LA CINtflCA DE 
PRODUCCIÓN DE AISLAMIENTOS DE P. haernolytlca DE ORIGEN 

NEUMÓNICO Y MICR0810TA. 
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FIGURA 1. BANDAS OBSERVADAS CON ACTIVIDAD DE PllOJEASAS EN 
AISLAMIENTOS DE Po=teurcJla he-molytico DE MICROSIOTA NORMAl Y DE 
ORIGEN NEUMÓNICO OBTENIDAS DE OVINOS. 
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FIGURA 2. BANDAS OBSERVADAS CON ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN 
AISLAMIENTOS DE P. h~molytica Y P. multocida DE ORIGEN NEUMÓNICO. 
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FIGURA 3. BANDAS OBSERVADAS CON ACTIVIDAD DE PIOTEASAS EN 
AISLAMIENTOS DE P. hcmotytica Y P. multocido DE ORIGEN NEUMÓNICO. 



DISCUSIÓN 

En México. diversos estudios han mostrado que los serotipos m6s comunes 

en bovinos corresponden al A 1 y A2 3 7.•~.it. y en ovinos el A6. A7, y el AS 37 o 16: y a 

nivel mundial se nienciono el serotipo A2 como más frecuente. Sin embargo. en 

el presente trabajo se demostró que et serotipo más común fue el Al 6. En los 

trabajos referidos. Unicamente se u1ilizaron antisucros de referencia que 

involucraban el serotipo del Al al A 12 y un porcentaje olio de los cepas 

aislados h.1cron no tipificoores. i:stos pudiió.:ron corrcspond~r al /...16. En el 

presente trabajo. se trabajó con uno boteric d~ ontisu~ros que incluían el Al3. 

A 14. T 1 5. y /.., l 6. lo que e ... plica lo frucuencia alta de e~te serotipo. Sin embargo 

no se descor1a la pos1bilidcd de que efectivorr1ent.-...::. e:-.ista una alto frecuencia 

del serotipo Al 6 en !a zona de 0studio. f::. conveniente seflalar que en los 

trabajos mencionados. los aislom1ontos ~e rcali¡arcn a par1ir de lesiones 

neumónicas de cnirnales adultos sacrificados en rastro y en este trabajo se 

obtuvieron de anwnales jóvcni:::s n<ucrtc•. por un cuadro agudo de neumonía. 

El tipo capsular de Pasteurcllo multocida mós cornún descrito paro 

bovinos es el A :.n.o.) .lo cual también d1Herc con los resultados de este trabajo. 

donde el tipo capsular más común fue el D. Esto también puede explicarse por 

el origen de los aislamientos. yo que se obtuvieron de un solo brote de 

neumonías agudos en un misma explotación. Es imponente señalar que P. 

multocida se caracterizo por producir bronconeumonías supurativas de tipo 

lobulor de curso crónico. en este coso. los cuadros neumónicos se 

caracterizaban por ser del tipo pleuroneumonía fibrinosa aguda severa con una 

curso de 24 hrs como máximo. lo cual puede explicar lo mayor frecuencia del 

1lpo D. Sin embargo. el serotipo somá1ico más común encontrado en éste 

estudio fue el 3. lo cual si concuerda con lo descrito en otros trabajos •. 



la severidad de las lesiones encontradas no descor1an la posibilidad de 

lo Interacción de otros agentes involucrados como virus y otros 

microorganismos. de los cuales no se intentó el aislamiento. 

En este trabajo se observó que no existen diferencias estadísticas en 

cuanto a la capacidad de producción de leucotoxina entre los aislamientos 

provenientes de microbiota normal y de cuadros neumónicos agudos. Se 

observó que existe una rnayor producción de teucotoxina en los aislamientos 

cuyo origen fue de pulrnones neumónicos y menor para res de rnicrobioto 

normal. ésto concuerda con trabajo~ previos realizados en t.11e ... ico". 

Lo mayor capacidad df..":: producción puede e"!.Tar rt::3!'1acioncdo con el 

origen. dado que c-s probct::ilc qu0 las diferoncias en ff;icroarnbíente cn1re la 

cavidad nosofaringca v :a:. del cpcroto respiratorio bajo permiten lo 

variabilidad en ta expresió'l ce factores de virulencia. canso la o!ta producción 

de leucotoxino. debida a la presencio de inductores 1n 51tu hasta ahora 

desconocidos. o bien a una nsós o11a laso de crecimien1o de tos cislcmientos 

obtenidos de pulmones neun·,ónicos. TarnbiCn es importante resaltar que estos 

aislamientos alcanzaron rápidamente una tasa alto de producción de 

leucotoxina. ésto puede deberse o lo capacidad de estos bacterias para 

alcanzar en un corto tiempo la fose de crecimiento logaritrnico que en teoría 

las haría más patógenos. 

Algunos autores han realizado estudios comparativos entre diferentes 

cepas y sero1ipos. evaluando sus propiedades de copsulación. producción de 

leucotoxino in vitro. propiedades antigénicos y su capacidad poro reproducir el 

cuadro neumónico. éstos autores concluyen que no existen diferencias 

significativas en el potencial patógeno de sus cepos. a pesar de haber 

diferencias en su toxicidad ::u. 11 • 



Poro Posteurello haemolytico se han determinado uno gran voñedad de 

factores de virulencia. en1re los que se encuen1ron lo leucotoxino. una proteoso 

neu1ra. hemolisinas. protetnas de membrana externo. proteínas regulados por 

hierro. etc. La pro1easo neutro hidroliso específicamente siologlicoproteinos y es 

uno metolo - proteoso sin homología con o1ras proteasos de origen procori61ico 

o eucoriótico '· 

En el presente trabajo. se intentó determinar la presenc·1a de ctros 

proteosas de secreción de Pasteuretla hoernofytica y Pasreurella muftocido. 

encon1róndosc actividad de pro~easo en d·1teren1c~ sero1ipos tanto de 

P.multocido como de P. haemolytica. Estas protcasos que se de1errninoron. 

pueden ser difercn1e:s o la sialog!icopro1easo descrito paro P. ncernolytica. 

debido a que ésta tiono un peso molecular de 35 kd y la actividad de las 

pro1easo deterrnir,adas en el presente trcbaio se evidenció en rnoléculas 

mayores a 250 kd. Este o!ec10 s·~ demostró '.:.Obre gela1ina grado reactivo. sin 

embargo. su especificidad no fue evaluada. por 10 que se sugiere en es1udios 

pos1eriores. evaluar los su~ao1cs cs;:::•_::.·cif1cos de éstas proteosas. pero determinar 

su efec1o sobre sis1emas biológ1coc; in vivo <& in vttro. que pudiesen contribuir o 

en1ender mejor la patogenia de la enfermedad causado por Pusfeure/la. 

Por ejemplo. para el coso de lo siologlicopro1eia de P. haemolyfica. ésto 

se ha caracterizado. clonado e incluso secuenciado. además de que se ha 

demostrado su efec1o sobre glicopro1eínas de la membrana de eri1roci1os 

humanos y de otros moléculas de superficie de glóbulos blancos. como el 

CD34. CD43, CD44 y C045 ' 8 • sin embargo. no se ha determinado su acción 

sobre eri1rocitos. células endo1e\iales y mocrófagos de bovinos. por lo que su 

participoción en la pa1ogénesis del daño pulmonar es incier1o. 



Para el caso de Actinobocillus pleuropneumonioe. los proteosas descritos 

se han caracterizado y se ha determinado el sustrato al cual degradan. Los 

proteasas de éste niicroorganisn10 degraden componentes protéicos del 

huésped. facilitando su invasión. y lo severidad de la'S lesiones en los pulmones 

de los cerdos e)o.,puestos a Actinobocillvs pleuropneumonioe podrían deberse ar 

efecto de éstos pro!ecsas. Esluaios rnCs profundos. c;ernucstrcn la actr-.1iCad de 

éstas enzimas sobre 1g~\ porcina y humana. asi corno hernoglot::.ina bovina. 

mostrando rnenor afinidad pera ésta Último. Su pH óptimo de: actividad esfo 

entre 6 y 7. son 1nh;b;dos el ponerlos en contacto con EDTA y reacl1vado~ ccn 

calcio y. finalmente. sen e~tab!cs e ::'O ºC por mó:::. de un me~. Esto r_j'"2-rnuestra. 

sin duda algL•na. que ocre -::1 oéncro Posteure!fa. lo ccrcctc-riLac;én de sus 

proteasas de secreción pudiera realizcrse de n1an~..:-ra rnuy slrr;:lar el género 

Ac1inobcc1flL•s so. ocr pc·de-necer arnbos a Jo mi$rnc forr1i!ia . 

Por airo ledo. pcru Pcs~eurelfa mulfoc1do. en la t1teratura consultado. no 

existen informes de la presencia de protcosas de secreción. por lo que los 

hallazgos encontrados en éste trebejo. pueden tener una especial relevancia. 



CONCLUSIONES 

- Es evidente 'º participación de otros sera tipos como el AJ 6 de Posfeurello 

hoemolytico a Jos comunmenfc descritos en la literatura. Así mismo sa pone de 

manifiesto la lmpor1oncia del serotipo D de Posteurello muttocido ocasionando 

cuadros de pleuroneumonia flbrinosa severa. 

• Los aislamientos de pulmones neumónicos. mostraron un apcrenre mayor 

efecto citotóxico ccmparado con los obtenidos de microbiota norma/. Sin 

embargo. estadísticament0 no hubo diferencia !".ignificafiva. 

- En Posteuref!o hcerno/ytico y rnultocido se dcn1ostró la producción de 

moléculas con actividcd de protcosa diferente a la s1aloglicoproteosa descrita 

para P. hcernolyt1co dcbiQo al mayor i::e5o molecular de los rnoléculcs 

encontrados. 
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