UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

"AISLAMIENTD Y CARACTERIZACION PARCIAL
DE Pasteurella sg. DE CUADRDOS NEUMONICOS
EN BOVINOS Y OViNOS "

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

- MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA

P R E S E N T A:

CYNTHIA GONZALEZ RUIZ

ASESORES:
M. EN C. J. FRANCISCO MORALES ALVAREZ
M. EN C. VICTOR RUBEN TENORIO GUTIERREZ
M. V. Z. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ

CUAUTITLAN I1ZCALLI, EDO. DE MEX. 1997

TESIS CON
FALLA DE ORIGFN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FA(_ULT-\D DE ESTUDIOS S%J‘PA%IROIURES CUAUTITLAN
DEPARTAAEWO DE Exuu:ul:s PROFESIONALES,
TACOITIS BE

Lot

¢
ASUNTG: \OTOS AFRCESTORICS

DR. JAIME KELLER TORRES
DIRECTOR DE LA FES-CUAUTITLSNY
F R ESESNTE .

AT 1 Ing. Rafaol Jliwz Cupallos
Jave Ce: Lepertamentzc ce IL.imencs
Frzfesiz.omales ce la F.E.3. - C.

Con vase en el 23 cel Feg. wrto E:amanes, nes
PErniITIMOS ComuNiCar a usted Gue <ev.uar H
de PazteuTella 3 cuadreos

TAlslomiencd

Sfniaca o=

que grescnta -
con NLmoro ce cuentar Sera coiener < TITULD de:r

MEdiza Veter:

o% NeCeseriCs Fpara
CcToOrganos

Consi:derando Gue CiCha Te@s13 Iesfe 10% roQuisit
Ser di1scutica en el EYAMEN FROFESIGNAL correspencientea.

Nnuestro YGTD AFRGEATORID.

AT EMNTARE N
“FOr M1 FAZA HQBLLR& EL ESPIRITD"
Cuautitlan Izcallir. Eco. Ce Fex.., a 27 Se novierbre 1996

Jorge Luis T€rtora Pérez

PRESI DENTE or.
. en C. Alesandrs Marcfnez Rodrigues M// \

YO AL

SECRETARIO M. en C.

PRIMER SUPLENTE MVZ2. Victor Qui

ndoza Ssavelra

SEGUNDXO SUPLENKTE V2. Marco aznicnio

varspErsvarsos



AGRADECIMIENTOS

A MIS PADRES:

GRACIAS POR DARME LA VIDA. POR ENSENARME A
SACRIFICAR Y VALORAR EN CADA MOMENTO LAS
COSAS QUE DIOS NOS BRINDA BUENAS O MALAS.
LA META QUE HOY LOGRO ES SUTA Y SI ALGUIEN
SE MERECE ESTE ESFUERZO SON USTEDES.

LOS AMO.

A MIS HERMANOS:

GABY. GRACIAS POR QUE APARTE DE SER
MIHERMANA ERES ra1 ETERNA AMIGA,

Y JUNTAS HEMOS COMPARTIDO TRIUNFOS

Y DERRQTAS. GRACIAS PORTU APOYO
INCONDICIONAL PORQUE JUNTO COMN ISAAC
HAN SIDO pAl EJEMPLO A SEGUIR Y ESPERO NO

DEFRAUDAR EL SACRIFICIO QUE AMBAS HEMOS
COMPARTIDO.

QUE DIOS TE BENDIGA SIEMPRE.

ISAAC, GRACIAS POR APOYARME Y CREER,
LA PERSEVERANCIA ES ALGO DE LO MUCHO
QUE HE APRENDIDO DETI. { RENOVAR O MORIR |

TE QUIERO MUCHO.



A MINOVIO.

ALFREDO, GRACIAS POR AYUDARME A QUE ESTE
SUERO POR FIN SE VUELVA REALIDAD. POR TENERME
TANTO AMOR, CONFIANZA ¥ PACIENCIA.

DESEOQ TANTO QUE JUNTOS SIGAMOS HACIENDO
NUESTROS SUEROS REALIDAD |SIEMPREL,

EN ESTA VIDA Y EN LA'OIRA .

TE AMO.

A MIS ASESORES :

GRACIAS AL M. EN C. FRANCISCO MORALES POR
SU PACIENCIA. AMISTAD Y CONFIANIA PARA LA
REALIZACION DE ESTE TRABAJO. ASi COMO AL

DR. VICTOR TENORIO Y AL 14VZ ALFREDO CUELLAR.

GRACIAS Dr. ERASMO NEGRETE Y AL CINVESTAV,
POR FACILITARAME LA AYUDA NECESATRIA EN LA
REALIZACION DE ESTE TRABAJO.

GRACIAS AL INIFAP Y A TODA LA GENTE DEL
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA,
PRINCIPALMENTE A LORENA ARCHUNDIA.

GRACIAS A JUAN CARLOS DEL RIO POR SER GRAN
AMIGO, MAESTRO Y RECORDARME LO IMPORTANTE
QIUE ES VIVIR.



SECCION DE PATOLOGIA:

GRACIAS A TODOS LOS QUE INTEGRAN LA SECCION ,
POR CONTRIBUIR A Ml FORMACION PROFESIONAL
Y DOCENIE : JUAN CARLOS DEL RIO.VICTOR.

FRANCISCO, BLANCA. DAVID. JUAN B.. LUIS ENRIQUE.
ALEJANDRO, ALFREDO. BIBIANA, PATY. ANDREA Y ALEJO .

A MIS AMIGOS

QUIENES CON SU AMISTAD Y SU EJEMPLO
FORTALECIERGIN EL DESEOQ DE LLEGAR LA PMETA:
MAYRA, ALFREDO. JUAN B. DAVID. LUIS ENRIQUE,
ALEJANDRO, SANDRA, IGNACIO R. NACHQO SALAS,
JUAN C. DEL RIO. JUAN L., ALEJO.BIBIANA. bAQ. LUISA.



iINDICE.

INTRODUCCION

OBIJETIVOS

HIPOTESIS

MATERIAL ¥ METODOS,

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

LITERATURA CITADA

12

14
20
33
37
38



RESUMEN

En el presente trabagjo se obtuvierdn oaisiamientos de Pasteurella
hoemolytica y Pasteurelic multocido para evaluarios cormparativamente

con aislomientos obtenidos de microblota norma! de bovinos y ovinos. A

dichos aislamientos se les identificd por métodos bacterioldgicos

convencionales, fratando de comelacionarlos con los diferentes grados de
lesion. tanto macroscopica como microscopicamente. donde ias lesiones

macroscopicas se evoluardn mediante 1g impresion en papel de Igs zonas

afectadas, determinado el porcentgje de lesidn. Para Paosteurella

haemolytica se evolud la capocidad de produccidon de levcotoxing.
mediante ensayo visual simple. Los serotipos capsulares de Posteurella
haemolytica se identificaron mediante Io técnica de hemoaglutinaciéon
indirecto. utiizando ontisueros de referencia. La tipificacién de Pasteurella

mullocida se reaglizé utilizando Ia prueba de inmunodifusidn en gel. Se

determind la produccidn de proteasas de secrecion. tanto de Paosteurelia
haemolytica como de P. multocida. mediante Ia técnica de electroforesis
en gel . Se trabgjaron 32 aislamientos de bacterias del géenero Pasteurella,
comrespondieron a Pasteurella haemolytica, todos ellos
Los otros 11 agislamientos comrespondieron a

de los cuales 21
obtenidos de bomegos.
Pasteurelia multocido. De los 21 cislamientos de Pastevurellc hacemolytica., 8

pertenecieron al serotipo Alé. 9 al serotipo A2 vy uno pora los serotipos

All, AB. Al y AIl0, respectivamente. Es importante senalar., que en

pulmones neumdnicos., fue mds allta lo frecuencia de aislamientos del

serotipo Alé, mientras que de microbiota normal fue el serotipo A2, De los

11 aislomientos de Pasteurelia multocida. 4 pertenecieron al serotipo

somatico 3. tipo A. 4 al serotipo somdtico 6. tipo D. 2 al serotipo somdatico 3,



fipo D y 1 al serotipo somdadtico 9. tipo D. Los aislamientos de pulmones
neumdénicos, mostraron un aparente mayor efecto citotdxico, comparado
con los oblenidos de microbiota normal. Sin embargo, estadisticamente
no hubo diferencia significativa. Se encontrd mayor efecto citotéxico a la
cuarta hora de incubacion; parg los aistamientos obtenidos de neumonios
el titulo registrado fue de 96.83 = 77.92, observdndose un decremento
importante a la sexta hora de incubacidn con un titulo de 34.05 + 33.29. En
los aislamientos de microbiota normal. se observd que los titulos
permanecen constantes tanto a la cuarta hora (76.45 + 67.21}), como a la
sexta hora {72.5 *» 59.15) de incubacidn. De ios 32 aqislomientos de
Pasteurella haemolytica y multocida., se trabojd con 24 de elics pora
determingcr Ia presencia de protecsas de secrecion. De los 20 aislamientos
qQue correspordian a P. haernolytca., en 19 de =llos se ot>servd actividod
de proteasas en los sobrenadantes. Para P multccida e 1os -4 cislamientos
que se procesaron. 1odcs maostraron actividad anzimatica.

Es evidente la participacicn de otros serotipos como el Alé de
Pasteurella hoermolytica a los comunmente descritcs en la literatura.
Asimismo, se pone de manitiesto la importancia del serotipeo D de
Pasteurella multccido, ocasionando cuadros de pleuroneumonic fibrinosa
severa. En Pasteurelloc haemolytica y multocida se demostrd ia produccidn
de moléculas con actividod de proteasa diferente a la sialoglicoproteasa
descrilc pora P. haemolytica. debido al mayor peso molecular de los
moléculas encontradas. Esto es imporante porque dichas moléculas
pudieran jugar un pape! iImportante en la patogenia de la enfermedad.




INTRODUCCION

La produccidon de carne y leche no ha podido incrementarse con la
misma rapidez con la que ha aumentado ia poblacidn mundial. debido o

diferentes tactores. Entre eslos tactores los procesos infecciosos son causa

imporiante de morbilided v mortalidad en rumiantes. En Europa y Norteamérica.
incluyendo Meéxico. las intecciones respiratotias son un grupo destocado de
problemas en éste rutrro *2,

tos neumonias constituyen uno de los principales proolemas e salud en
fos rumiantes. Entre tas pércidos que ocasionan. s¢ incluyen la muerte de los

animales entermaos. 1o: elevados costos de fos tratamientc:. <! hajo rendimiento

de los animales ateciados, decomisos en &l rastro v, ademas, <f costo derivado

de la aplicacion de tratamientos. Todo esto ocasiona que los costos de

produccion aumenten y 1o disponibilidad de aglimentos dicminuya 9,

Estudios regiizados en  réxico. destacen g importancio de  las

neumonias en becerros. yo que cliniccmente g incidencia vy prevalencia
clcanza hasta un 24 % en ta etopa de lactancia . Por otro lado., en estudios
sobre moralidad en corderos. se¢ ha determincdo que la muerte de &stos,
asociada a procesos neumonicos. puede rebascar € 20 . En estos rabajos se

ha demostrado qQue el mayor porcentaje de meoriclidad por neumonias se
acentya entre los 2 vy 3 meses de edad 4733,

En otros estudios donde se evalud la mortalidad perinatal en ovinos de ia
zona de Milpa Alta, D.F., se demosird que la citra alcanzada por neumonias era

del 32 %% 2. Un resultado similar fue obtenido en lc zona de influencia de io

Facultad de Estudios Superiores Cuautitian. Estado de México 2,



Como cualquier otro sistema que estd en contacto con el medio
ambiente, el sistema respiralorio tiene su propla microbiota. Esta poblacidon de
microorganismos estd restringida a la porcidn proximal del sistema de
conduccién (cavidod nasal, nasofaringe y laringe). Las porciones distales de los
intercambic son escenciaimente

sistemas de conduccidn, transicidon y de

estériles 34,

Los tipos de bacterias presentes en Ila cavidod nasal varion
considerablemente entre las diferentes especies animales. asi como también,
de ccuerdo gl medio ambiente en el qQue se crien estos anirmaoles. Pasteurella
haemolytica y Pasteurella mullocida son parte de la microbiota nermal de
rumiantes y también son agentes causaies de la pasteurelosis neumaonica.
Estudios experimentales han demostrado que las bactlerias de la microbiota son

constantemente acarreadas a! puimadn a traveés del agire inspirado . A pesar de
esto. el puimdn permanece estéril gracias a sus eficientes mecanismos de

defensa: los cuales se dividen en inespeciticos y especificos 34.

Dentro de Ios mecanismos inespecificos. tenemos la generacidn de
turbulencios de aire en la cavidad nasal, el ctrapamiento de particulas por el

atragpadas medionte el

la expulsibn de pcrliculas
{solubies) en el moco: la

aparate  mucociliar,
movimiento mucociliar; la disolucidn de gases toxicos
destruccidon y eliminacidon de material extrafo y microorganismos. mediante ia

fagocitosis por macrétfagos alveolores: (o tos y el estornudo M. Las particulas con

didmetros comprendidos entre 0.5 y 2 4 taomafio ol cual comesponden o
mayoria de las beactlerias, pueden franquear los mecanismos de defensa
especificos e inespecificos del aparato respiratorio superior y logran llegor hasta

ia pored del alveolo 7.



A éste nivel existen otros meconismos de defensa que son capaces de
neutralizar a los bacterias: el principal responsable de esta Inactivacion es el
macréfago alveolar ¥

Existen ofras substoncios y mecanismos que ayudan a la proteccion det
tejido pulmonar, entre ellas se encuentran anticuerpos, lisozima, transferina,

interferdn vy fracciones del complemento =0 2s.us,

Se menciona gue Ias factores predisponentes juegon un  papel
determinante en el descrollo de la enfarmedad. por ejemplo: las condiciones
medico ambientales adversss como temperaturo boja. humedcd alta vy

ventiacidn deficiente, cunados a la mala climentacion pueden favorecer 1o

presentacion del comizleio respiratorio.

E! estado de estrés implica o insaturccidn  de una reacciéon
neurocendocrina gque conlleva 1a iberacion de estercides de la corteza adrenact.
Cuando el estimulo Gue provoca Ssta recccidn se protongo. la liberccidn de
estrercoides enddgencs., principalmente corlisol, disminuiré lo capacidod del
canimal para establecer una respuesta inmune adecuada. Si a éstas condiciones
estresantes se lgs anade una higiene deficiente vy una elevadco humedad
relativa {(maoyor a 80 T5). existe una maycr posibildod de que se presentien
enfermedades respiratorios, debido ol alto grado de contaminacidn y a la

mMaoyor supervivencia de 1os microorganismos en el medio'# 4,

Oftra situacidn de gran relevancio es lo nutricidon de los animaoles.
Recientemente se ha demostrado que las deficiencios de vitaminas y minerales
traza influyen desfavorcblemente en la capacidad de respuesta inmune: si bien

no se ha determinado con exactitud la manera en que ésto ocume '2.24.31



También se ha demostrado la participacion de agentes primarios de tipo
viral como adenovirus, virus respiratorio sincitial bovino, parainfluenza - 3,
rinotraqueitis infecciosa bovina (herpesvirus 1), entre ofros, que ademds de
causar un efecto citopdtico directo en el aparato respiratorio, reducen Ia
remocidn bacteriana y la capocidad fagocitica del maocréfago alveolar con o
cual se faciita la colonizacidn pulmonar por agentes bacterianos 30

La naturaleza bdsica de la lesidn pulmonar causada por Pasteurella
multocido puede iniciarse con una bronconeumonia. donde la lesidn comienza
en los bronquiclos terminales y de ahi se difunde a los alveolos adyacentes. Los
bronquiolos presentan una reaccion inflamatoria aguda. con congestion de sus
paredes e infiltrocidn de su luz por neulrdfilos. A continuacion las pbacterias se
extienden o los alveolos vecinos. los cuales se observan con congestion y
edema. Por esto. la lesidn tiene al inicio una distribucidn en “parches”
multitfocales. localizada sobre todo en la porcidon craneoventral. Si la lesion
avanza, los lobulillos afectados coclescen para producir vna zona de

consolidaciéon lobular 22,

Este lipo de neumonia suele ser causada por infeccidn bacteriana del
pulmon vy se difunde a lo largo de los conductos respiratorios. El sitio de la lesion
inicial. es la unidn bronquioalveolar, que suele ser suceptible debido a Ia
ausencio de capo de moco. o concentracidn de particulas inhaladas en ios
bronquiclos durante el flujo de aire y Ia disminucion de 1o velocidad del flujo en
esta regidn. La presentacion de este tipo de neumonia en la zona craneo -
ventral pulmonar, pudiera deberse a que los [Gbulos anteriores presentan una

menor velocidad de eliminacion de particulas por el aparato mucociliar 2,

Lo neumonia causada por Pasteurelia haemolytica se coracteriza por ser

una pleurobronconeumonia fibrinosa severo. Sin emborgo, se logra aislar este
4




agente de cuadros neumonicos qQue varian en cuanto o su severidad,

distribucidn y morfopotologia. En estos cuadros podemos encontror desde
neumonias supurativas focaies y difusas, hasta cuadros donde existen lesiones
vasculares con trombosis y hemorragias, en 1os que adicionalmente se puede
observar la transforrmacion de maocrdfagos dando un aspectio arremolinado o
de "aveno™ y es posible que estos cuadros diversos sean ocasionados por

diferencias en cuanto a propiedades patogeénicas de la bacteria *°.

En el afno de 1932, Newson y Cross, trabajando en el ostado de
Colorado, E.U.A., estudiaron los problemas neumonicos de los ovinos y aisliaron
en forma consistente microcrganismos a 10s Gue sodian clasificar de accuerdo a
pruebas bioquimicas vy serclogicas en dos diferentes grupos: €l de bacterias
tipicas. las indol positivas y no hemoliticas para las que precpone se conserve el
nombre originalmente dacdo por Kitt de Pastewella rnultocido dada o
corocteristica de que afecta a varias especies animales vy para ¢! grupo atipico,

el nombre de Posteurella haemolytica. Esta nomenclatura se mantiene vigente

en ia aoclucalidad .

Por mucho tiempo, se desconocid la importancia de P. hcemolytica y P.
multocida en el proceso de la enfermedaod respiraQioria. ya gque no eran
capaces por si solas en condiciones experimentales de causar la enfermedad.
Solo cuondo se estoblecid lo idea del complejo neumdnico de etiologia
mditiple © multifactorial. se comenzd a considercr que €stas bacterias podian

ser invasoras secundarics y responsables de producir lesiones graves en el

pulmaén >,

Pasteurello hoemolytica es un agente Que comunmente se asocia a

problemas neumdnicos de rumiontes 3. El primer gislamiento de Pasteurellia fue



reqlzado por Kitt en 1885 y le denomind “"Bacterivm bipolare multocidum®”.

Jonesen, en 1921, agrupa a las diferentes especies: £. boviseptica o subgrupo 1

{ indol negotiva ). Pasteurelio subgrupo Il y subgrupo i, o las indol positivas y no

hemoliticas. proponiendo el nombre de Pasteurelia vitulisepticus para éstas

Ottimas 27,

Entre las cardcteristicos generales de Pmultocida y P. hoemolytica. es

que son bacterios de forma cocobacilar, Gue miden de 1.4 por 0.4 micras, se

agrupon en empgalizadas © cadenas cortos. son Gram (-] presentan ung
coloracidn bipolar. la cual e¢s mas manifiesta con la tincidon de Wwright, son
anaerobias facultativas, immaviies. no forman eiporas poseen capsula y son

oxidosa [+) 47

Lo mayoria de las cepas fermentan los carbohidratos. pero producen
una pequenc cantidaed de dcide. no fermentan la lactosa o o hacen

debilmente, no preducen qas, No Hchan 1a gelatina y no ceagulan Ia leche +7,

En agar scngre. €l crecimiento es cpcrente entre las 24 y 48 horas cde
incubacion, las colenias son de 1amano varicble. por o general entre 2 y 3
milimetros de diametro, grisdceas. No hemolilicas. =xcepto P. haemolytica vy

algunas cepas producen colcnias mucoides. P. multocida produce H:S e Indol,

mientras que P. haemrolytica no produce Incot 47,

P. multocida posee antigenos copsulares. qgque son bdsicamente
polisacdaridos vy ipolisacdridos. los cuales han demostrado ser estructuros
antigeénicas diferentes, y se emplean para su clasificacidn. Asi, Roberts propone
los antigenos capsulacres que presentan. una clasificacion

con base en
numeérnca denominandolos I LI 1V, vy V., Carter, ulitizondo lo prueba de
los reclasificd.  ufilizande una nomenclaturo

hemoaglutinacidon indirecta
[



alfabética y los denomind como A, B, D y E. Posteriormente se realizd una
equivalencia entre las dos closificaciones, quedando de la forma siguiente: el
tipo A de Carter es equivalente a los tipos il Il y IV de Roberts, el tipo B al tipo 1y

el tipo D al tipo V. no encontrando su cqQuivalencico para el tipo E. Asimismo,
Carter y Subronto determincron la efectividad de una solucién ocuosa de
acriflavina agregada al medio de cultivo, permitiendo identiticor al tipo D. por
1a formacion de un precipitado floculante dentro de laos siguientes 30 minutos,

mientras que Ios tipcs A, By E. Nno presentcn Gsta reaccion, Para lo identificacion

del tipo A, se ha utilizado ¢l método de 1o decepsuiacion por hialuronidasa. Por
téonica de precipitacion en agar

olro lado. Hendleston y ccl. utilizando o

identificaron 16 serotocs somdaticcs diferentes «°

Asi, dentro de 05 cugiro tipos der P.ormultecida, el A as el gue se ha

relocionado mas freceaentemente con problemas neumobnicces del gancdco v

con el colera aviar y en clqunos Catos Ccon neumonias de cerdos, teniendo ung
amplia distribucion GooarGfica incluvende a Meéxico. Bl tivo D se aisla
principalmente de porcinos, esta relacioncdo con Ia rinitie girdfica y neumonias
en cerdcos habiéndose idenlificado en México como cousante de neumonias

lipo B, causante dea g septicemin hemorrGgico en bovinos,

en bovinos. Ei
caprinos. ciervos y bufalos ha sido aislada en animales de Africa y Asio. asi como
del sur de Europc y Australia. £l tipo E. guien también couwsa la septlicemia

hemorrdgica. se aisla de animales en Africa central +7.

De Pasteurella hoemolytica se han reconocido. por hemoaglutinacidén

indirecto, o medionte aglutinacion rapida en placa: 17 serotipos de acuerdo a
ontigenos capsulares  solubles: 248 estos  antigenos son  bdsicomente
polisacdridos con alta caopocidad antigénica: a su vez estos serotipos estan
contenidos en los biotipos A y T por los caracteristicas bioquimicas de  Ia
baocteria 0, Los serotipos 1,2, 5, 46.7.8.92.11, 12. 13 y 14 corresponden al biotipo
7




A que produce la pasteurelosis neumdnica en corderos y neumonia en

borregos odultos. Los serotipos 3. 4. 10 v 15 pertenecen al biotipo 1. causanie de

unc enfermedoad septicémica en corderos entre 6 y 10 meses ., La

nomenciatura oclua!l estd encaminadc a reconocer ol biolipo T como una

especie mds det género Posteurella dencominada Pasteurella trehalosi >

En ovinos el sero!lipo mas importante a nivel mucosa respiratoria es el A2,
sin embargo. se han reconocicdo 10s 17 serotinos Ccomo paiogoncos y raepresentan
el 90 % de los aislamicntos. B otro 10% pormarnaece como no fipificoble v se

duda su patogenicidad,’? sin embargo, estudios preliminares en México han

demostrado la importancias de Oros serolipos Como el AS y &l AP 4

Pasteurelia haeamaolyhica praduce en fase legaritmica de crecimiento
una substancia scluple Gue s 1oxica para macrdfagos v leucocitos en general.
La citotc«ino, tambidn icmada leucotoxina, es soluble en agua. consta de una
froccion protéica, Que ws sensible a tripsing, debido .l componente protéico
esencial, su cctividad citotdrica Sptima es a 37 °C y se inhibe o 4 °C. es estable

apH de 2a 12y resiste el calor hasta &0 °C *°

La leucotoxing =5 producida por 1os diferentes serolipos capsulares de P,
haemolytica, gresenta iacs mismas caractearisticas en todos eilcs. por 1o cucl se
na considerado que la inmunizacidn con éste puede conterir proteccicn contra

la actividad téxica. irdependientemente del serotipo que se encuenire

involucrado en tc neumonia '*

Esta leucotoxina es una citolisina productora de poros, compuesia por
dos 0o mas subunidades protéicas con pesos moleculares de 105 mil D, que

danan a las células blanco por un Mmecanismo similar al de otras cilolisinas



bacteranas. insertdndose en la membrana citoplasmdtica, con lg resuliante
formacidén o produccion de un pore fransmembral. permitiendo la salida de
potasio intracelular e incorporacion de calcio y sodio extracelular. con ello, la

presidn osmdaotica intraceluicr se hace mdads alta vy g célula se hincha, con ia

consecuente lisis y salida de componentes citoplasmdticos

La leucotoxing induce citdlisis de neutrdfilos y plaquetas. 1o cual produce
la Iibergcion de enzimas lisosdmicas y radicales

alveolo detido <
recicntes han

dono al
oxigeno libres. A pcrie de la cactividaod onotdxica. estudios

mostrado que la leucotoxina modifica Ig funcicn del neutrdtile!:.

Estas modificocicnes ncluyen cumento da la produccion de mediadores

de lg inflamacidon comao el leucotrieno Ba y el acide S-hidroxi-eicosatetrancico.
Estos camkbtios pueden omplificar la respuesta infiamatoriao resultando en
lesiones mads severas © meaejcrando ia bactienclicsis. Adends ias concentraciones

subliticas de leucotoxing inhiben fa blastoqdinesis da linfocitos bovincs o cual

podria rectucir Ics defersas immunomedicaas contra Pastewrella Raemolytica e

Los actlividaodes funcicnales de la endotoxina de P hcemolytica han
empezado a ser mejcr entendidas en relacién a su paepel en la pasteurelosis
la endotoxing de F£. hcemolyticao es

mostirodo que
incrementar 1

directaomente toxica ol endotelio por
permecbilidad capilar o nivel clveoclar. Recientemente sag ha demostrado que

neumaonica. Se ha
lo qQue puede

la endotoxina dana al endotelio medicnte la estimuiacion del foctor tumoral de

necrosis {TNF) y por la produccion de inferleucina- 1 por mocrdofagos alveolares 3o,




Con respecto a los factores de virvlencia extracelulares de P,

haemolytica ademas de la leucotoxino, cuenta con una proteasa neutra. Ia
hemolisinag y la neuraminidasa. La proteasa neutra de P. haemolytica hidroliza
especificamente sialoglicoproteinas 7 sus efectos hon sido demostrados en
glicoproteinas de la membrana de eritrocitos humanos, no posee accidn sobre
y mocréfagos de bovino., por lo cual, su

eritrocitos. célules endoteliales
incierta ¢, Se ho

e patogenesis del dano pulmonar es

participacion en
de P. haemolytica que no

informeado recientemaonte gue en mutantes
producen leucotoxing aun se mantiena su actividod de sialegiicoproteasa 4. Sin
embargo, estudios realizadas en Actinctocilus pleuropneurmonice demuestran
que otiras proteaqsas G secrecion son factores de virvlencia gue se  nvolucran

directamente con lc pctogenesis c= 1o bhacteria

Una vez que Paosteurella hcemolytica gana el occeso al clveolo

pulmonar. faclores baclericnes estimulan una respuesta inflamatoria intensa vy

aguda. Estcs factores baoctericnos ascciados con los del hospedador inducen

dafic tisular localizaco y estimulan una respuesta sistémica asociada con el

proceso inflomatorio agudo . Durante Ia fase tempronag de crecimiento

logaritmico de ia bacteria, se ha observado por microscopia electronico la
fimbrigs  son  de

presencia de fimbrics y glicccdix bacteriano. Los

aproximadamente 5 nm de anche v de 300 nm de longitud. estan presentes
solo cuando Ia bacteria se cultiva de manera estacicnaria. Por otro lodo el
tamafio del glicccdlix es de 150 nm de grosor y su tamano cisminuye cuando

los cultivos tienen Mdas de 18 hrs de incubacion '8 ¢ |

La funcidn que tiene este tipo de estructuras con ios mecanismos de
patogenicidod estan relacionados con la colonizacidon a nivel del aparato
respiratorno alto. actuando como un factor de unidn de la bocterias a las

10



células epiteliales de lo mucosa nasofaringea, mientras que el glicocdlix puede

conferir o la bacteria las propiedades antifagociticas 4%,

Es reconocido que la vacunacion es el mejc: metodo para el control de la
pastererelosis y los investigaciones se han concentrado en la identiticacidén y
caoracterizacidn de inmundgenos potenciaimente protectivos en cepas de
origen ovino y bovino ., En la aoctuclidad se han descrroliado una diversidad de
inmunégenos para prevenic lo heumonia causada por P, haemolytica con
resultados aparentermente satisfactorios en algunos casos ¢, Estos inmundgenos
varian en cuanto a lc via de inocuilacidn, acdyuvantes ulilizados. tipos de

antigenos: vivos 'T, muertos 1?2 y extractos i°77




OBIETIVOS

- Alslamiento. identificacidn y tipificacidn de bocterias del género

Pasteuvrella de diferentes lesiones neumaonicas en bovinos y ovinos.

- Evaluar la capacidad de produccidn de leucotoxing como propiedad
patogénica de Pasteurelia haemolytica cislada de cuadros neumodnicos de

diferente intensidad en bovinos y ovinos.

- Determincr lo presencic de proteasas de secrecidn del género

Pastevrellc.




HIPOTESIS

Los tipos y serotipos de Pasteurella haemolytica y Pasteurellc multocida,
asi como las propiedades patogénicas, pueden variar dependiendo de la
especie anirmnal afectada © de la intensidod o severidad del proceso
neumaonico.



MATERIAL Y METODOS .

MATERIAL BIOLOGICO.

Los aistamientos de Pasteurella fueron reclizados en el laborotorio de
Microbiologia de la FES - Cuautitlan |, v en el laboratorio de Boctlericlogia del
CENID-Microbiclogia, IMIFAP- SAGAR, E! cistlomiento se realizé a partir de
muestras de pulmon remiticias al laboratorio de Potologio de o FES-Cuautitlan,
Ademds se contaban con 11 cislamientos de P. haemolytica y uno de P.
multocida. obtenidos en un trabajo previo « a partir de microbiota normal de
ovino. Tambien s¢ contaba con una cepc de referencia de P. haemolytico
serotipo Al.

EXAMEN MACROSCOPICO.

Los pulmones se conservaron en refrigeracion hasta obtener el
porcentgje del adrea cfectada mediante la impresion en papel de ésta zona.
Esto se realizé con Ic toma de dicpositivas, cuando ésta fue posible. de Ic
porcidon dorsal y ventral del pulmon, las cuales fueron proyveciadas en
esgquemas en papel del pulmdén para determinar el porcentaje cfectado
mediante la siguiente térmula:

100 X PESO DEL AREA AFECTADA
% PULMON AFECTADO =

PESO TOTAL DEL PAPEL




EXAMEN BACTERIOLOGICO.

Se intentd el acislamiento de la porcidn del pulmdn mads danada. Las
muestras fueron sembradas en agar sangre e incubadas ¢ 37 °C durante 24
horas; Ia identificacidon de los agentes se reaqlizd por metodos bacterioldgicos

convencionales'® .

EXAMEN MICROSCOPICO.

Ei examen histopalolbgico se llevd a cabo mediante la conservacion de
secciones representativas de lesidn pulmonear, Ios cuales se fijoron en formol al
10 %. se incluyeron en paratina vy fueron tenidas con la téanico hematoxiling-

eosinc para su evaluacicdn microscopica ¥ .

CINETICA DE PRODUCCION DE LEUCOTOXINA DE P. haemolytica: Se
cultivaron las cepas de P haemolytlice on cgar sangre y se incubcron a una
temperatura de 37 °C ot 18 horas. Se procedid a cosechar en viales los cuales
contenian 10 mi de solucidn sclina amortiguadora (SSA). se estandarizd a 0.540
de densidad dptica en un espectrofotEmetro a una lengitud de onda de 540
NnmM. Posteriormente, en vicles por duplicado. conteniendo 20 ml del medio RMPI
1640, adicionado con 7% de suero bovino. se colocoron 2.0 m! de la solucidén
estandarizada de bacterias; identificandoe cadao vial con el nimero de
aislamiento. Se incubaron las muestras en bano raria a 37 °C con movimiento
constante o una velocidaod de 150 RPM. durante seis horas. A la hora 4 v 6 de
iNncubacion se optuvieron alicuotas de un miliitro de cada vial depositadndolo

en microtubos conicos de pldastico. y se congelaron hasia su evaluacion. La




cantidad de leucotoxina producida se determind empleando un ensayo visual

simple .

ENSAYO VISUAL SIMPLE PARA LA DETERMINACION DE LEUCOTOXINA DE
Pasteurella haemolytica: Esta pruebo se fundamenta en la capacidad que
tiene la leucotoxina de Pasteurella haemolytica para lisar a las células “blanco™.
que en este coso fueron leucocitos de songre periférica de bovino obtenida
mediante choque hipotdnico de sangre completo. Se reglizaron dilucicones
dobles de los sobrenodantes de cultivos obtenidos o la hora 4 vy 6 de
incubocidon en microplaocas de titulociéon de 96 pozos de fondo plano. Se
adiciond medio RPMI 1640 a cada pczo. postericrmente se agregaron os
sobrenacantes de cultivo en la fila Al g paortir de ésta fila se procedid a hacer
diluciones dobles hasta la file H, enseguida se anadid la suspension de
leucocitos 1107 cel / mil y se incubd durante una hora a 37 °C. Al tinalizar este
periodo. las placas se centrifugaron a 800 g Por cinco Mminutos, a cada pozo se
le adiciond SSA formgalinizada ol 10 %, vy se incubd a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Posteriormente s tineron Ics piacas con una solucion de
cristal violeta al 1.0 % durante 10 minutos. lavandose finclmente éstas con aguc
comente. Sise cbservapba un fondo azul en los pozos. indicaba la presencia de
células teridas y por lo tanto o cutencia de leucotoxina de Pasteurelia

haemolytica en los sobrenacdantes.

Un fondo claro indicaba la presencia de citotoxina libre ejerciendo su
efecto de lisis sobre las células "blanco”, eliminando el sustrato celular a tenir 17,
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CHOQUE HIPOTONICO PARA LA OBTENCION DE LEUCOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA.

Se tomoron muestras de sangre periférica de bovine con tubos
vacutainer, ios cucles contenian heparing como anticoagulante. La sangre se
depositd en un matraz. al cual se le adiciond la misma cantidod de agua
destiloda por 30 segundos, provocando el choque hipotdnico Qque produce la
lisis de fos erifrocitos. Posteriormente. se le agrego ko misma cantided de SSA

concentrado 2X. con o cual se detenia Ia lisis eritrocitica.

Esto se centrtugd a 80O G por cinco minutos, este procedimiento se
reqlizd hasta obterer el pcguete globular blanco, libre de eritrocitos. se
estandarizd Ia concantracidon a 5 % 106 células por millitro resuspendidas en
RMPI -1640 =2,

DETERMINACION DE LOS SEROTIPOS CAPSULARES DE P. haemolytica.

Los serotipos capsulares de P, hcemolytica fueron determinados por
Hemoaglutinacion Indirecta, utilizando antisueros de reterencia y siguiendo ia

técnica sugerida por Frank (1978) en microplacas de titulacion de 96 pozos.

Para preparar el antigeno {eritrocitos sensibilizados). se hizo crecer o Io
bacteria en medio liquido PPLO durante 18 horas @ 37 °C en unag incubadora
con agitacion a 150 RPM. Posteriormente se inactivaron los cultivos en bano
maria a 56°C por 30 min. Se ogregaron 100 ul de eritrocitos de bovino
previomente lavados con PBS o una concentracion del 1%. Inmedictamente, se
incubd en el bafo durante | hora a 37 °C. los eritrocitos se lavaron 3 veces por
centrifugacion y fueron resuspendidos. finalmente. a una concentracion det 1%.
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En placas de microtitulacion de 96 pozos de forma en “U” de agregoron
25 ul de PBS: en el primer pozo de cada fila se puso el antisuero a probor {de
referencia de!l 1 ai 146). Se hicieron diluciones dobles de los antigenos
determinados hasta la fila H. Posteriormente se agregaron 25 pb de eritrocitos
sensibilizados con Fasteureila haemolytica del serotipo a probar vy se dejaoron
incuber de 1 a 2 horas a 37 °C. Al tinalizar este periodo, se reqlizd una primera
lecturc y se incubarcon las placas durante toda o noche a temperqtura

ambiente parc realizar posteriormente la segunda lectura de las placas ™,

TIPIFICACION DE Pasteurella multocida.

La determinacion de !'os serolipos sematicos se realizd mediante 1o
prueba de imnmunodifusidon en gel. Se cultivoron las cepas a probor en agaor
sangre por 18 hcoros, posteriormente se cosechd en tubos eppendorff en un
mililitro de solucion salina fisioldgica. Se sometid a calor humedo 15ib. 15 min.
120 °C y se centrifugd a 3.000 g. 10 min., g 4 °C ™,

Se obtuvo el socbrenadante vy e congeld hasto su evaluacion. De ésta
manergs se obtuvieron extracics de la bacterico para ser utitizedes como
antigenos y posteriormente fueron proetadcs con antisueros de referencio. Lo
priueba se reglizd en portaobjetos que contenian en su superficie agor noble
salino al 8.5% con perforaciones en forma de roseta. Los orificios hechos en el

agar se llenaron con 20 ul con el antisuero de referencia en el centro y en las

perdforaciones de la periferic se colocaron los extractos del aislamiento a
probar.




Las laminillas se colocaron en una cdmara humeda y se incubaron a
37°C durante 24 a 48 horas. La lectura para localizar las lineas o bondas de
identidad se hizo en una camaro de fondo obscuro

Para determinor los serotipes capsulares se utilizaron las pruebas de
floculocion de la acriflaving y decapsulacidn con hialuronidasa utilizondo una

cepa de referencia de Staphylococcus aureus (cepa Cowan) b

DETERMINACION DE PROTEASAS DE SECRECION.

Los aislamientos de P. hagemolytica y P. multocida se sembrarcon en
medio liquido PPLO. se incubaron con agitacion constante durante 18 horas a
37°C. Posterior a este Hempo. se centrifugd a 3000 X g por 20 min. vy se separd el
sobrenadante. A éste sobrenadante se @ agregd sulfato de cmonio al 70 %
para precipitar las proteings. Se volvico ¢ centrifugar o 3.000 X g por 20 min. se
desechd el sobrenadanta. y el precipitado se resusoendid en 100 il de PBS (1x)

Se reclizd una aicdlisis de las suspensicnes cor 18 horas a 4°C contra PBS { 2x ).

Entre 30 © 40 ! de cado muestra fuarcn adicionandeos en amortigucdor
de muestra. posteriormente se cargaron en una camara de electroforesis y se
cofrieron en geles de poliaariamida ol 10%. copolimerizcaca con 0.1 % de
gelatina. El commiento se realizd o 85 volts a temperctura ambiente durante 2 a
3 horas.

Posteriormente el gel se lavd durante una hora minimo con triton X 100

para desechar el exceso de SBS. Se dejd toda la noche octivandose con calcio

y se t con azul de Coomassie y posteriormente se destind con dcido acético

{ 10:40). metonol y HoO vy se realizd ta lectura.




RESULTADOS.

Se trabajaron 32 aislamientos de bacterias del género Pasteurella. de los
cuales 21 comrespondian @ Pasteurella hoemolylica todos ellos oblenidos de
borregos. Los otros 11 aislamientos coresponden a Pasteurella multocida. De
los 21 aislamientos de P. hcemolytica, 11 tueron obtenidos de microbiota normal
de ovinos clinicamente sanos en un trabajo previos. El resto fueron aislados de
procesos Nneumonicos de animales qQue presentaron muerte aguda o subaguda.

Ademds se contaba con una cepa de referencia de P haemaolytica serotipo

Al
De P. multoccica 10 eran acislcmientes de pulmonas neumonicos de

bovinos jovenes que proesentaron moorie aguda vy uno se Qislo a pertir de

cavidod nasal de ovino clinicamente sano.

acisleamicentos de Pasteurella hocemolytica 8 perteneciaon at

De los 21
A1l A8, Al y AlO.

? al serotipo AZ y uvno para los serclipos

serotipo AlS.
1 s@ muestra la distribucion de 1os serotipos

respectivamente. £n el cuadro
qislados segun su origen. £s importante seRAalacr Que en pulMmones neumonicos

fue Mds alta lo frecuencia de aislamientos del serotipo A14 mientras que de
microbiota normai fue ¢l serctipo A2,

De los 11 aistamicentos de Paosteurella multocido., 4 pertenecieron al
serotipo somdatico 3 tipo A, 4 al serotipo somatico 6 tipo D. 2 al serotipo somdatico
3 tipo Dy 1 al serotipo somdtico ? tipo D { 9.0% ). En el cuadro 2 se muestra la
distribucion de los serotipos somaticos y 1os biotipos aislados segun su origen.




EXAMEN MACROSCOPICO. Los pulmones de los animales donde se aisld
Pasteurello haemolytica macroscopicamente presentiaban en su mayoria
lesiones neumaonicas de moderadas a severas { 15.09% - 94.37% ) de tipo lobar
con pleuritis fibrinosa. Ocasicnalmente s observaron cuadros de
bronconeumonia o naeumonia de tipo lobular ( clasiticacion de acuverdo a

Breeze R.G..: Repiratory Phatology Notes, Washington State University. }

Les aislamientos de Pastewrella multocida fueron obtenidos de bovinos
que presentabtan cuadres clinicos con disnca marcadao. fiebre, cnorexio,
postracicn, saclida de liquido sanguinoiento por orificios nasales y muertte entre
las primeras 12 vy T4 hrs de presentacidn de ios signos. A le necropsia se
enconiraron cuadros tovaerss de pleurcnevmonia fibrinosa difusa severa. ascitis
severa y hemorregics qeneralizodas en diferentes drgonos principalmente

visceras abdominales. todos &s1os ael mismo brote.

La intensidad de los lesiones obtenidas mediante Ic impresidon en popel

se muestran en 1os cuadros 3 y 4 relaciondndoics con los serotipos aisleados.

EXAMEN HISTOPATOLOGICO. En términcs generales, 1as lesiones histopatoldgicas
de los pulmones con lesicnes neumaonicos fueron de intensidad severa en el
caso de los bovinos, ¥y de moderada g severa para ios ovinos, ésto en bose al
hallazgo macroscopico de la distribucion de las lesiones. Se observd con mayor
frecuencia cambios vasculares coracterizados por congestion, hemomragia y
edema: distencidn de septos interlobulilicres debido a la infiltfracidn de células
inflamatorias entremezcitadas con fibring, pleuritis, infiltracion intersticial de
células mononuciecres o polimorfonucieares. Ademads. era frecuente observar

ceélulas fusiformes con cspecto amemolinado. Otras lesiones observadas con
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menor frecuencia fueron: sincitios. hemorragias subpleurales y aumento relativo

del tefido linfoide asociado a bronquios.

CINETICA DE PRODUCCION DE LEUCOTOXINA. La cinética de produccion de

leucotoxina para los diferentes qislamientos de Pasteurella hoemolytica se

muestran en la grdfica. los valores promedio de los titulos mds aoltos,
representodos cemo el inverso de la dilucion mdés clta registrada como positiva.
Se observd que veinte de los Qislamientos que fuvieron unNna Mmayor capacidaod
de produccidn e leucotoxing fuercn los abtenicdos de animales muertos oor
nevmonia y la mener produccion se observd on doce aislomientos de
microbiota Nnormal. Se acncontrd mayor efectso citotdxico o la cuacrto hora de
incubacicn: para loc aislamientos obtenidos de neumonias el titulo registrado
fue de 9483 » 77.92. cbhsernvandose un decrezmento importante a la sexia horo
de incubccidn con un tituio de 34.05 = 32.29. En los cislamientos de microbiota
normal. se observed Que los titulos permanecen constantes tanto g la cuarta

hora (76.45 = 67.91}). como g lo sexta hora (72.5 + 59.15) de incubacion,

En los cucdros 5 v 6 se muesiran 10s velores promedio de los tiiulos mas

altos.

PROTEASAS: De los 32 aislamientos de Paosteurella haemolytico vy
multocida se trabajd con 24 de ellos porGue los geles, solo tenicn capacidad
para 6 cepcas., ésto se hizo poro determinar la presencia de proteasas de
secrecion. De los 20 aislamientos que comrrespondian o P. haemolytica, en 19 de
ellos se observd actlividad de proteasas en los sobrenadantes. Para P. multocida

de los 4 aislomientos que se procesaron, todos mostraron actividod enzimdatica.

"
W




En la Figura 1. se observan cuatro cepas de Pasteurella haemolytica de
microbiota normal., que presentaron actividad enzimadtica alrededor de los 100
kD de peso molecular. Las tres cepas restantes son de ofigen neumonico vy
presentaron una actividad menor que las de origen de microbiota normal,

observandose un peso molecular de entre 70 y 50 kD.

Pasteurellc haemclytica
wD .

En lo figura 2, se observa en cuatro cepas de

de corigen neumodnico la degradacion de o gelatina cercana a los 116

Como puede observarse al comparar con las cepas de la Figura 1. los pesos

moleculares son diferentas y ésto s indicativo de la posible presencia de

proteasas diferentes. Las Ullimas fres cepas de aste gel corespondian a

Pasteurelia muftocida de origen neumonico, 1as cucles degradaron €1 sustrato a
nivelde los 116 .97 v 30 %D, respoctivamente,

Lo figuro 3. muestra cepas todas de origen neumsdnico de Faoasteurello

haemolytica y P. multocido. donde sa cbserva actividad en un espectro
superior @ Ios 205 kD en tedos ics Casos.
Es importante sefnalar que en éste trabojo no se determind cudles

pudieran ser los sustralos especificos de estas enzimas.




CUADRO 1. DISTRIBUCION DE LOS SEROTIPOS AISLADOS DE P. haemolytica. SEGUN

SU ORIGEN,
No. DE AISLAMIENTO) ORIGEN SEROTIPO CAPSULAR
1 NEUMONICOS AlS
2 NEUMONICOS Al
3 NEUMONICOS Al
4 NEUMONIC OS Als
5 NEUMONICOS AlS
& NEUMONICOS AlE
7 NEUMONICOS Alé
8 NEUMONICOS AlS
[ NEUMONICOS AlS
10 NEUMONICOS AlS
1) PAICROBIOTA NORMAL AlOD
12 MICROBIOTA NORMAL A2
13 PUCROBIOTA NORMAL AD
14 MICROBIOTA NORMAL A2
15 MICRCBIOTA NORMAL A2
16 MICROBIQTA NORMAL A2
17 MICROBIOTA NORMAL A2
18 MICROBIOTA NORMAL A2
19 MICROBIOTA NORMAL A2
20 MICROBIOTA NORMAL Al
21 MICROBIOTA NORMAL A2
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CUADRO 2. DISTRIBUCION DE LOS SEROTIPOS AISLADOS DE P.mulfocido, SEGUN SU
ORIGEN.

N7 DEge Jj:seronPO; HIALURONIDASA ITACRIFLAVINA
MIENTO : I somAanco =
* 1 NEUMONICOS & [s) (-] {(+)
2 NEUMONICOS 3 D (-) (*]
3 NEUMONICOS & D () (*}
4 NEUMOHICOS 9 »] )] (*}
5 NEUMONICOS 6 o) (=] {+]
& NEUMOHICOS & D {-) {(+)
7 NEUMONICOS 3 A {+} (=)
8 NEUMONICOS 3 D (-1 {(+)
? NEUMONICOS 3 A (+) (-]
10 NEUMONICOS 3 A (+1 (-}
1 MICROBIOTA 3 A (+) (-)
NORMAL
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CUADRO 3. PORCENTAJE DE INTENSIDAD DE LESIONES NEUMONICAS,
RELACIONADAS CON LOS SEROTIPOS CAPSULARES AISLADOS DE P. haemolytica.

SERONFO CA
TR TR

CUADRO 4. PORCENTAJE OE INTENSIDAD DE LESIONES NEUMONICAS,
RELACIONADAS CON LOS SEROTIPOS SOMATICOS Y BIOTIPOS AISLADOS DE
P.multocida.

o DE:.. .~ | SEROTIPO SOMANICO | 7% DE LESION

CLT N ONPO, L] PULMONAR
1 6-D 50.21
2 3.D 39.21
3 6-0D 94.37
a 9-D 84.92
5 6-D 337
& 6-D 47.42
7 3-A 33.17
B 3-0 50.21
9 3-A 53.25
10 3-A 39.45




CUADRO 5. VALORES PROMEDIO DE TITULOS MAS ALTOS DE LEUCOTOXINA.

2z 7
la* 130.6 32b 24.6
1a°*° 130 B24 144
180-439 36.5 B32 14.5
180-140 256 B52 173.3
180-13b 129 818 10
4 133.3 B&6 98.¢6
180-27 54 2ic 132
P25 92 200 14.6
PHI-Ref 13.33
52b 180.26
SUMATORIA 1154.99 SUMATORIA 611.6
PROMEDIO 115.50 PROMEDIO] 76.45
D.s 71.40 D.S 67.91
v 5098.41 Vv 4612.37
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CUADRO 6. VALORES PROMEDIO DE TITULOS MAS ALTOS DE LEUCOTOXINA.

1c*

24 32b 96
5 1a°° (-} B24 93.3
S 180-43a 50.6 832 9
218 180-14a 34.6 852 24
Z8%]  180-13b 128 B18 192
Lk 4 14.5 B&S 26.6
e 53 180-27 32 21c 50.6
8 P25 12 200 88.5
R PHI-Ret 4l
Y% 52b 12
{ SUMATOREA 348.7 SUMATORIA 580
PROMEDIC 34.87 PROMEDIO 72.50
D.S 36.15 D.S 59.15
vV 1 306.84 v 3498.87
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TITULOS PROMEDIO DE LEUCOTOXINA OBTENIDOS EN LA CINETICA DE
PRODUCCION DE AISLAMIENTOS DE P. haemolytica DE ORIGEN
NEUMONICO Y MICROBIOTA.
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FIGURA 1. BANDAS OBSERVADAS CON ACHVIDAD DE PROTEASAS
AISLAMIENTOS DE Posfeurella hemolytica DE MICROBIOTA NORMAL ¥
ORIGEN NEUMONICO OBIENIDAS DE OVINOS.
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FIGURA 2. BANDAS OSSERVADAS CON ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN
AISLAMIENTOS DE P. hemolytica Y P. muitocida DE ORIGEN NEUMONICO.
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FIGURA 3. BANDAS OBSERVADAS CON ACTIVIDAD DE PROTEASAS
AISLAMIENTOS DE P. hermolytica Y P. multocida DE ORIGEN NEUMONICO.
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DISCUSION

En México. diversos estudios han mostrado que 1os serotipos mds comunes
en bovinos comesponden al Al y A2 7. alcy en ovinos €l Ab, A7,y el AB274 s y
nivel mundial se menciona el serotipo A2 como mds frecuente. Sin embargo, en
el presente trabajo se demostrd que el serotipo mas comun fue el A16. En los
trabajos referidos. dnicamente se utilizaron antisueros de referencic que
involucraban e! serotipo del Al al A12 v un porcentgje cllo de ios cepas
aisladas fueron no tipificables, &stas pudieron corresponder cl Alé. En el
presente trabagjo. se trabajc con una bateric de antisuweros Que incluian el A13,
A4, T15, vy A6, lo que explica la frecuencia alta de este serotipo. Sin embargo
no se descarto la posicilidad e que efectivamente, exista una clta frecuencic
del serotipo Alé on la zong de astudio. s conveniente senclar que en 1os
trabojcs mencicnados, 1os aislamientos se reclizaren < partir de  Jesiones
neumonicas de cnimales adullos sacrificados en rastro y en este trabajo se

obtuvieron de cnimaltes [Gvaenas muertcs or un cuadro agudo de neumonia.,

Et tipo ccpsular de Paosteurellc multocida mas comuon descrito para
bovinos es el A 37+ o cual también difiere con los resultados de este trabgjo.
donde el tipo capsular mas comun fue el D. Esto tambien puede explicarse por
el origen de ios aistamientos. ya qQue se obtuvieron de un solo brote de
neumonias agudas €n un misma explotacion. Es importante sedalor que P.
multocida se caracternzo por producis bronconeumonias supurativas de  tipo
lobular de curso cronico. en este caso, los cuadros neumonicos se
caracterizabon por ser del tipo plevroneumonia fibrinosa aguda severs con una
curso de 24 hrs como Mmaximo, lo cua!l puede explicar 1o mayor frecuencia del
tfipo D. Sin embargo. el serotipo somdtico mdas comuiun enconirado en éste

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




Lo severidad de los lesiones encontradas no descarian la posibilidod de
o interaccidn de otros agentes involucrados como virus ¥y  otfros

microorganismos, de los cuales no se intentd el aislamiento.

En este trabagjo se observd que no existen diferencias estadisticas en
cuanto a la capacidad de produccion de levucotoxina entre los cislamientos
provenientes de microbiota norma!l v de cuadros meumdnicos cgudos. Se
observd que existe una Mmayor produccion de leucotoxina en 1os cislamientos
cuyo origen fue de pulmones neumonicos y menor para los de microbiota

normal, ésto concuerda con rabajos previos reqalizados en Mexico.

Lo mayor copacidad de produccion puede eslar relacioncdo con el
origen. dado que os probebie gque las diferencias en microambiente entre 1a
cavidad nasofaringca v ics del aparato respirctorio bajo  permitan 1a
variabilidad en la expresicon ca tactores de virulencia. como ia alla produccion
de leucotoxina., debida a la presencia de inductores in situ hesta ahora
desconocidos. © bien a una mads allta tasa de crecimiento da los aislemientos
obtenidos de pulmones neunidnicos. También es imporante resaltar que estos
aislamientos oclccnzoron rapidamente una tasa caclla de produccion de
leucotoxina, ésto pucde deberse a la caopocidad de éstos bocterias para
alcaonzar en un co-rto tiempo la fase de crecimiento logaritmico que en tecria

las haria mas patdégenas.

Algunos gutores han reclizado estudios comparativos entre diterentes
cepas y serolipos, evaluondo sus propiedades de capsulacidn. produccidn de
leucotoxina in vitro. propiedades antigénicas vy su copacidad para reproducir el
cuadro neumonico, éstos autores concluyen que no existen diferencias
significativas en el potencial patdogeno de sus cepas. a pesar de haber
diferencias en su toxicidad 3«1,
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Para Pagsteurello haermolytica se han determinado una gran variedad de
factores de virvlencio. entre las que se encueniran lo leucotoxina, una proteasa
neutra. hemolisinas. proteinas de membrona externa. proteinas regutadas por
hierro, etc. La proteasa neutra hidrolisa especificamente siologlicoproteinas v es

una metalo - proteacsa sin homologia con ofras proteasas de origen procaridtico
© evcaridtico .

En el presente trabcjo. se intenid determinar 1o presencia de otras
protecsas de secrecidn de Posteurelia haemolytica y Pasteurella multocida.
encontréndose aclividad de protecsa en dilerentes

serclipos  tanto de
P.multocida como de P. haemclytica. Estcs proteasas que se determinoron,

pueden ser diterentes g o sicloglicoproteasa descrita para P. haemolytica.
debido a que ésta tiene un peso molecular de 35 kd vy la cctlividad de ias
proteasa determinacdas en el presente rabcjo se evidencid en moléculcs
mayores a 250 kd. Este ¢fecio s demostrd wobre gelatina grado reactivo, sin
embargo. su especiticidad no fue evaluada, por 1o Que se sugiere en estudios
posteriores, evatluar 1os susiratcs esgocificos de éstas protegsas. para determinar
su efecio sobre sistemas DIoleGICos IN vivo € in vitro, que pudiesen contrinuir a

entender mejor la patogenic cde la enfermedaod causada por Pastevurella.

Por ejemplo. para el caso de la sialoglicoproteia de P. haemolytica. ésta
se ha caracterizado. clonado e incluse secuenciado, ademdcs de que se ha
demostrado su efecio sobre glicoproteinas de la membranc de eritrocitos
humanos y de oiras moléculas de superficie de gidbulos blancos. como el
CD34, CD43, CD44 y CDA45 8, sin embargo, no se ha determinacdo su accidn

sobre erifrocitos, células endotelicles y macrdfagos de bovinos, por 1o que su
participocion en la patogénesis del dano pulmonar es incierto.
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Para el caso de Actinobacillus pleuropneumoniae, Ias proteasas descritas

se han caracterizado y se ha determinado el sustrato ol cual degradan. Las

proteascs de éste micrcorganismo degradcn  componentes protéicos del

huésped. facilitando su invasion, vy la severidad de ias lesiones en los puimones

de los cerdos expuestos g Actinobacillus pleuropneurnoniae podrian deberse ot

efecto de estas proteacsas. Estudios mcs profundos. aermuestran Ia aatividad de

éstas enzimas sobre IgA porcing y humana, asi como hemaoglobing bovina,

mostrando menor afinidad para ésta Ultima. Su oH eptimo de actividad esta

enfre &y 7, son inhinidas cl ponerias en contacto con ERTA yreactivadas cen

calcio vy, finaimenta, son estables a 20 °C por mds dé un mes., £sto demuestra,

sin duda alauna. que oora «l aencro Fasteurella. o coracterizacicn de sus
preteasas doe secrecion pudiera reaglizarse de manara muy simslar al genero

Actinobeocilivs s, Cr purtenacer armbas C 1 misma ftomitia

Por otfro tcdo, para Fasteurello multocida. en Ia literaglura consultada, Nno

existen informes de la presencic de proteasas de secreciédn, por o que ios

hallezgos encontrados en éste trabajo, pueden tener una especial relevancia.



CONCLUSIONES

- Es evidente la participacidn de otros serotipos como el Alé de Pasteurella
haemolytica a los comunmente descritos en la literatura. Asi mismo se pone de
manifiesto la importoncia de! serotipo D de Pasfeurella multocida ocasionando

cuadros de pleuroneumonia fibrinoso severq.

- Los aislamientos de puimones neumdnicos, mosiraron un aparente mayor
los obtenidos de rmicrobiocta normal. Sin

efecto citotdxico cocmparado con
embargo,. estadisticamente no hutbo diferencia significativa.

- En Posteurella hcemolytica y multocida se doemaostrd ia produccion de
moléculas con activided de proteasa diferente a la sialoglicoproteasa descrita
para P hcemolytico debido al mayor peso molecular de Ias moleculas

encontragdas.
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