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EVALUATION OF PATHOGENICITY MECHANISMS OF Mannheimia haemolytica
ISOLATES FROM NASAL CAVITY AND PNEUMONIC LUNGS IN LAMBS.

Summary

The aim of this work was determinate pathogenic factors differences in Mannheimia
haemolytica A2 isolates from pneumonic lungs and nasal cavity of clinical healthy lambs.
We obtained 45 isolates from nasal cavity which we called microbiote isolates, and 25
from pneumonic lungs which we called pneumonic isolates. The A2 was the most common
serotype isolated with 80% and 70% respectively. A comparative analysis between
pneumonic and microbiote isolates was done. The evaluations were leukotoxin production
ability, secretion of proteases, adhesion to ephitelial tracheal and alveolar macrophages
cells. We also evaluate the restriction fragments length polimorfism profiles, the capacity to
produce lung damage and the presence of leukotoxin in lung tissue. The results showed
important differences in the parameters evaluated. It was evident the highest capacity to
produce leukotoxin by pneumonic isolates. The pathogenicity of pneumonic isolates was
higher than microbiote, due to acute death of two lambs and severe lung lesions in other
two lambs after intratracheal inoculation. We also demonstrated the leukotoxin in
pneumonic tissue by immunohistochemical method. The leukotoxin was most evident in
the lymphoid tissue associated to bronchi and intracellular localization. The 55%
microbiote isolates produced secretion proteases in comparison with the 88% of
pneumonic isolates. The restriction fragments length polimorphism profiles digested with
EcoR V endonulease showed an additional band of 2100 pb size in pneumonic isolates.
The BamH | digestion showed an additional band of 800 pb in the same isolates. These
results could indicate genetic changes which cause different phenotypic characteristics

and most of the pathogenic capacity between isolates.



EVALUACION DE MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE AISLADOS DE
Mannheimia haemolytica PRODUCTORES DE NEUMONIAS EN OVINOS:,

RESUMEN.

El propésito de este estudio fue determinar posibles diferencias en algunos factores
de patogenicidad de cepas de Mannheimia haemolytica A2, aisladas de corderos con
cuadros neumonicos y de animales clinicamente sanos. Se estudiaron 45 aislamientos de
cavidad nasal, los cuales se tomaron como microbiota normal y 25 de pulmones de
animales muertos por neumonia; de éstos, el 80 % y 70 % respectivamente,
correspondian al serotipo A2. Se compararon dos grupos de aislamientos denominados
microbiota y neuménicos, con base en su capacidad de produccién de leucotoxina,
produccion de proteasas de secrecién, capacidad de adherencia a células del epitelio
traqueal y a macréfagos alveolares, perfiles de corte con endonucleasas de restriccion,
asi como la capacidad de reproducir el cuadro neuménico mediante la inoculacion
experimental en corderos susceptibles. Los resultados mostraron diferencias claras en
casi todos los parametros evaluados, destacando la mayor capacidad de produccién de
leucotoxina para los aislamientos de origen neuménico y también en este grupo, se
determiné su mayor capacidad de reproducir el cuadro neumoénico, en corderos se
provocd muerte sobreaguda en dos animales y lesiones evidentes en el pulmén de otros
dos. Los ensayos de adherencia mostraron una mayor capacidad adherente para los
aislamientos de tipo neumoénico a las células del epitelio traqueal, no asi en macréfagos
alveolares, donde en general los indices de adherencia fueron menores para todas las
cepas. También fue posible determinar por inmunohistoquimica, la presencia de la
leucotoxina en el tejido pulmonar, lo que implica su participacion en la patogénesis de la
enfermedad. Su deteccion fue mas evidente en el tejido linfoide asociado a bronquios y de
localizacion intracelular. Se observé que el 55% de los aislamientos de origen microbiota
fueron capaces de producir proteasas de secrecion, comparado con el 88% de los de
origen neumonico. Las diferencias en el patron de corte con endonucleasas de restriccion

a Tesis doctoral financiada por:
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CENID-Microbiologia, INIFAP.

FES-Cuautitlan: Catedra de investigacion 5.15



fueron claras en ambos grupos; al realizar la digestion con la enzima EcoR V, se observo
una banda adicional por debajo de los 2322 pb para los aislamientos de pulmén, en tanto,
al corte con BamH | la diferencia se observé por encima de los 564 pb. Estos resultados
podrian indicar diferencias genotipicas que reflejan los cambios fenotipicos encontrados y
que pueden asociarse con la mayor o0 menor capacidad patogénica.



.- INTRODUCCION

El efecto de las neumonias en animales domésticos es de suma importancia, ya que
afecta directamente al proceso productivo de las explotaciones comerciales. La causa de
ésta enfermedad, es multifactorial e involucra una combinacion de factores
predisponentes de tipo estresante, agentes infecciosos virales y bacterianos. Por esta
razén se le ha denominado complejo respiratorio de rumiantes. Mannheimia haemolytica
es el principal patégeno bacteriano en las enfermedades respiratorias en rurniantes.1

La primera informacién del problema aparecié en 1921, donde se aisl6 el germen
del pulmén de rumiantes, y en 1932 se propuso el nombre de Pasteurella haemolytfca.z’a
De P. haemolytica se reconocieron, por hemaglutinacién indirecta, 17 serotipos de
acuerdo a sus antigenos capsulares solubles.* Estos antigenos son basicamente
polisacaridos con capacidad antigénica alta.’ Se identificaron también dos biotipos de
acuerdo a diferencias en la fermentacion de aztcares.* Los serotipos 1, 2, 5-9, 11-14, 16 y
17 correspondian al biotipo A que fermentaban la arabinosa y estaban asociados con
neumonia. Los serotipos 3, 4, 10 y 15, pertenecian al biotipo T, que fermentaban
trehalosa y causaban cuadros de septict::-mizal.6

En 1999, las cepas de P. haemolytica del biotipo A fueron reclasificadas en un
nuevo género denominado Mannheimia. Este género contiene ahora cinco especies,
Mannheimia haemolytica, donde se encuentran la mayoria de las cepas de referencia del
biotipo A, todas arabinosa positivas; M. glucosida que incluye al serotipo A11; M.
granulomatis, aislada de ganado bovino y lepéridos; M. ruminalis, que contiene cepas no
hemoliticas aisladas del rumen de ganado bovino y ovino, asi como M. varigena, aislada
de bovinos y porcinos. "’

La patogénesis de la Pasteurelosis neuménica es poco clara, los mecanismos que
permiten a la bacteria establecerse y diseminarse durante una infeccion no estan
completamente estudiados. M. haemolytica produce en fase logaritmica de crecimiento
una sustancia soluble que es téxica para macréfagos y leucocitos de rumiantes®*'*""
Ademas, varios componentes asociados a la pared celular como el lipopolisacarido (LPS),
proteinas de membrana externa (PME), material capsular, asi como otros factores de
virulencia involucrados en la colonizacién, pueden contribuir a la presentacion de la

enfermedad.>'?



La neumonia causada por M. haemolytica se caracteriza por ser una
pleurobronconeumonia fibrinosa severa. Sin embargo, se logra aislar este agente de
cuadros neumonicos que varian en cuanto a su severidad, distribucién y morfopatologia.
En estos cuadros se pueden encontrar desde neumonias supurativas focales y difusas,
hasta cuadros donde existen lesiones vasculares con trombosis y hemorragias, en los que
adicionalmente se puede observar la transformacién de macréfagos con aspecto
arremolinado o de "avena". Se cree que este Ultimo cambio se debe al efecto téxico de la
leucotoxina que produce M. haemolytica.”® Los cuadros neuménicos descritos, ocasionan
desde retrasos en el crecimiento hasta la muerte del individuo. Es importante mencionar
que M. haemolytica forma parte de la microbiota normal de vias respiratorias altas y por lo
tanto puede aislarse de individuos clinicamente sanos.

Se menciona que algunos factores predisponentes desemperian una funcion
determinante en el desarrollo de la enfermedad, por ejemplo: las condiciones medio
ambientales adversas y la mala alimentacion pueden favorecer la presentacion del
complejo respiratorio."**

Se ha demostrado la participacion de agentes primarios de tipo viral capaces de
iniciar el complejo neuménico (adenovirus, virus respiratorio sincicial y parainfluenza 3,
entre otros), sin embargo, el mecanismo de como actian ain no se define
satisfactoriamente.'®'®

También existe la posibilidad de diferencias en cuanto a factores de patogenicidad
entre las cepas aisladas de diversos cuadros neumonicos, asi como de cepas
provenientes de animales sanos. Entre estos factores se pueden mencionar: la capacidad
de producir leucotoxina, la presencia de adhesinas, la expresion de PME, de proteinas
reguladas por hierro (PRH), plasmidos de resistencia a quimioterapéuticos, antigenos
aglutinantes serotipo-especifico, neuraminidasa y la sialoglicoproteasa. Estos factores
estarian involucrados principaimente en la colonizacion, replicacion del agente y la
presentacion del cuadro neuménico'”.

El determinar diferencias entre aislamientos, en cuanto a estos mecanismos de
patogenicidad, seria importante porque, por un lado se explicaria parte de la patogénesis
de la enfermedad, que como ya se menciond es poco clara y por otro lado, permitiria
elegir cepas con ciertas caracteristicas para la elaboracién de inmunégenos eficaces para



la prevencion de la neumonia causada por esta bacteria. Ademas, se podrian tener
pruebas clinicas distintivas de las cepas de microbiota y de las patégenas.

En la actualidad se ha desarrollado una diversidad de inmundgenos para prevenir
la neumonia por M. haemolytica, con resultados aparentemente satisfactorios en algunos
casos,'®'*%° aunque ninguno de ellos evita completamente el cuadro. Los inmunégenos a
base de bacterias vivas de cultivos de 6 horas, utilizados por via subcutanea, son los que
han dado resultados mas satisfactorios. Se argumenta que estos bioldgicos son eficaces
porque los cultivos jovenes producen mas material inmunogénico como: material
capsular, leucotoxina y otros carbohidratos no bien definidos. También la replicacion del
agente en el sitio de inoculacion favorece la estimulacion de los mecanismos
inmunolégicos mediados por células.'®

El uso de bacterinas se va desechando dia con dia, pues no han tenido efecto en
la prevencion del problema. Evidencias clinicas han demostrado que animales que
recibieron bacterinas han desarrollado incluso una neumonia mas severa al desafio,
comparados con los animales que no las recibieron.'#?**" A pesar de lo anterior, en
México se siguen utilizando las bacterinas, sin conocer su efectividad real, los serotipos
utilizados y las caracteristicas de las cepas contenidas.

La eficacia de la vacunacion requiere que la respuesta inmune esté encaminada a
bloquear los factores o antigenos relacionados con la patogenicidad de la bacteria.
Ademas, es de utilidad examinar el estado inmune de los animales a nivel campo. En la
patogénesis de la enfermedad existen multiples interacciones hospedador-bacteria, que
se inician con la inhalacion del agente, la colonizaciéon nasofaringea, la llegada al alvéolo,
la respuesta a la colonizacién y culminan con la evasion bacteriana a las defensas del
hospedador. En estudios sobre la interaccion M. haemolytica-hospedador, se han logrado
entender y resolver algunas preguntas sobre las fases tempranas de la patogénesis de la
Pasteurelosis neumadnica. Los eventos en nasofaringe que permiten la proliferacion de M.
haemolytica son desconocidos. Estudios recientes sugieren que el estrés y las infecciones
virales, estimulan el incremento en el hospedador de la actividad de elastasa en la
mucosa nasal, lo cual puede disminuir las concentraciones de fibronectina y el incremento
en la adherencia y colonizacién de M. haemolytica. 22 pdicionalmente, la neuraminidasa y
la glicoproteasa producidas por M. haemolytica pueden alterar la secrecion salival de tipo



mucosa o las glicoproteinas de superficie de las células, incrementando la adherencia de
M. haemolytica al moco o al epitelio nasal 2>%42°

Las estructuras de superficie de M. haemolytica responsables de la adherencia son
desconocidas. Las fimbrias han sido raramente encontradas en los aislamientos de M.
haemolytica. Los polisacaridos capsulares, el LPS, las PME y los antigenos aglutinantes
serotipo-especifico, podrian asumir el papel de adhesinas en presencia o ausencia de
fimbrias.*

Las variaciones en las condiciones de cultivo in vitro pueden modificar la expresion
del LPS de M. haemolytica y variar la produccién de proteinas, incluyendo las PME y las
proteinas de choque térmico, por lo tanto las condiciones modificadas en cavidad nasal
pueden estimular la expresion de proteinas o LPS que podrian incrementar la colonizaciéon
nascn‘aringeza.2'3'27'28

Una vez que M. haemolytica gana el acceso al alvéolo pulmonar, los factores
bacterianos estimulan una respuesta inflamatoria intensa y aguda. Estos factores
bacterianos, asociados con los del hospedador, inducen dafo tisular localizado y
estimulan una respuesta sistémica asociada con el proceso inflamatorio. La endotoxina y
la leucotoxina son los factores de virulencia mejor caracterizados con respecto a sus
efectos en el alvéolo. La leucotoxina producto del crecimiento in vitro de M. haemolytica,
estd sumamente agregada y tiene baja actividad leucotoxica, pero puede ser disgregada
con albumina sérica bovina al 0.5% (BSA), resultando en un incremento de su actividad, el
cual puede ocurrir durante la infeccion, debido al mayor aporte sanguineo al alvéolo en
los estadios tempranos de la enfermedad y al consecuente incremento de la
permeabilidad capilar con el paso de albiimina a la luz alveolar.?***'

La leucotoxina induce citélisis de neutréfilos y plaquetas, lo cual produce dario al
alvéolo debido a la liberacién de enzimas lisosomicas y de radicales libres del oxigeno.
Aparte de la actividad citotoxica, estudios recientes han mostrado que la leucotoxina
modifica la funcion del neutréfilo, estas modificaciones incluyen aumento de la produccion
de mediadores de la inflamacién como el leucotrieno Bs y el acido 5-hidroxi-
eicosatetraenoico. Estos cambios pueden amplificar la respuesta inflamatoria, resultando

en lesiones mas severas 0 mejorando la bacteriolisis. Ademas las concentraciones



subliticas de leucotoxina inhiben la blastogénesis de linfocitos bovinos, lo cual podria
reducir las defensas inmunomediadas contra M. haemolytica.®32%%%

Se ha demostrado que la endotoxina de M. haemolytica es directamente téxica al
endotelio, por lo que puede incrementar la permeabilidad capilar a nivel alveolar. También
se ha demostrado que la endotoxina daria el endotelio mediante la estimulacién del factor
de necrosis tumoral (TNF) y por la producciéon de interleucina-1 por macréfagos
alveolares.*****"* Este efecto puede ser mitigado por suero inmune o por la presencia de
neutréfilos. Los estudios sobre las consecuencias de la interaccion entre neutrdfilos,
endotoxina de M. haemolytica y endotelio han resultado en datos interesantes.

Las futuras determinaciones del papel que juegan los factores de virulencia de M.
haemolytica en el desarrollo de la Pasteurelosis neuménica, recae en la generacién de
cepas mutantes de la bacteria, para la medicién in vitro e in vivo de su virulencia. En la
actualidad el desarrollo de cepas mutantes esta teniendo mucho auge para el estudio del
papel de varios factores de virulencia. El desarrollo de sistemas genéticos para el andlisis
de factores de virulencia en M. haemolytica fue lento, sin embargo, se han desarrollado
métodos para la introduccién de plasmidos en M. haemolytica por electroporacion y
conjugacion, por lo que se han construido algunas cepas mutantes de M.
haemolytica.>*4%4!

Se determiné que una cepa mutante deficiente en leucotoxina induce lesiones en
pulmaén, jerarquizando la importancia de los otros factores de virulencia en la patogénesis
de la enfermedad.®® Esta cepa permitiria el estudio del mecanismo de interaccién
leucocito-M. haemolytica sin la complicacién de la leucotoxina que induce dario celular,
muerte e inactivacion. Se construyeron mutantes de M. haemolytica que no sintetizan en
alta proporcion tres lipoproteinas de membrana. Estas lipoproteinas han mostrado
homologia con una lipoproteina de H. influenzae que mostrd estar asociada con virulencia
en un modelo de desafio en ratones. *4>44

En la caracterizacién de PRH localizadas en la membrana externa y en el espacio
periplasmico, se observan bandas con aparente peso molecular de 35, 70 y 100 kDa.
Estudios mas detallados revelan que la banda de 70 kDa es en realidad una mezcla de 3
proteinas distintas, una de las cuales contiene un epitope serotipo-especifico y no es

regulada por hierro mientras las otras dos si lo son. Una proteina asociada a la banda de



100 kDa es altamente inmunogénica (proteina que une transferrina), mientras que otra
mas abundante, asociada a esta misma banda, es menos inmunogénica. Se han
detectado anticuerpos contra estas proteinas en suero y fluidos pulmonares de animales
recuperados de Pasteurelosis.***® Las proteinas reguladas por hierro incrementan
significativamente la eficacia protectora de extractos libres de bacterias contra desafios
con los serotipos A2, A1, A6y T10.¥

En 1996, Lee y Shewen®® determinaron la presencia de proteasas en
sobrenadantes de cultivo parcialmente purificados y fraccionados a pH bajo. Estas
proteasas tuvieron efecto sobre IgG1 de bovinos, pero no asi para IgA e IgM.

Las combinaciones de antigenos potencialmente protectores han dado resultados
prometedores; por ejemplo, un sobrenadante de cultivo obtenido a partir del serotipo A1,
conteniendo leucotoxina y complementado con LPS y material capsular, de la misma
bacteria, confirid proteccion en corderos SPF desafiados con serotipos A1 y A2 y los
niveles de anticuerpos neutralizantes de leucotoxina en suero correlacionaron con esta
protecciéon. Un detalle interesante, es que el efecto de una leucotoxina recombinante del
serotipo A1, utilizada en combinacion con vacunas conteniendo PRH, ocasiond
inmunosupresion con efectos adversos sobre la proteccion.*®

La capsula de M. haemolytica del serotipo A2 esta compuesta por acido colémico
(acido 2, 8 N-acetil neuraminico) el cual es idéntico al encontrado en Neisseria
meningitidis grupo B. Un complejo capsular de N. meningitidis y una proteina de
membrana externa protegio ratones contra el desafio de M. haemolytica A2, pero no
estimulé la respuesta seroldgica en corderos SPF.*°

Es importante considerar que la infecciéon natural cominmente resulta en un nivel
alto de inmunidad en animales recuperados. Las vacunas vivas deberian inducir una
respuesta inmune similar sin la necesidad de caracterizar antigenos protectores. No
habria problema con estos productos si no fuera porque las cepas se alteran y se hacen
menos virulentas. Estos procesos, por lo general eliminan antigenos que no sélo juegan
un papel importante en la virulencia del agente, sino también en su efecto protector.

Caracterizar el perfil antigénico de bacterias patégenas, con el objetivo de elaborar
vacunas inactivadas, puede ser discutible al utilizar cultivos in vitro. Las bacterias por lo

general se adaptan modificando su fisiologia en relacion a su medio ambiente y los



antigenos que se producen in vivo no necesariamente se producen in vitro y viceversa,
por lo que la caracterizacién de antigenos in vivo es de mayor relevancia. Teniendo
identificadas las estructuras antigénicas que son potencialmente protectoras, la atencién
se encamina a su caracterizacidn para incorporarlas a las vacunas para probar su

eficacia.



I.-OBJETIVO GENERAL

El propésito de este estudio fue determinar posibles diferencias en factores de
patogenicidad de cepas de Mannheimia haemolytica A2, aisladas de diferentes cuadros
neumonicos en borregos y de animales clinicamente sanos.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

- Aislar Mannheimia haemolytica de cuadros neumonicos diversos, asi como de animales
clinicamente sanos (microbiota normal).

- Serotipificar las cepas aisladas.

- Evaluar la capacidad de produccion de leucotoxina de las cepas aisladas.

- Determinar la produccion de proteasas de secrecion en diversos aislamientos de M.
haemolytica.

- Realizar ensayos de adherencia de M. haemolytica en células del epitelio traqueal y en
macrofagos alveolares de ovinos.

- Determinar el patron de corte con dos endonucleasas de restriccion de las cepas
aisladas de microbiota normal y de origen neumonico.

- Evaluar la capacidad de cepas aisladas de diferente origen, para reproducir el cuadro
neumaénico en corderos.

- Determinar la presencia de leucotoxina de M. haemolytica en tejido pulmonar de

animales inoculados experimentalmente.
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lll.- MATERIALES Y METODOS.
3.1 Aislamiento de Mannheimia haemolytica a partir de cuadros neumoénicos y de
microbiota normal en corderos. Para el aislamiento de cepas a partir de animales
muertos por neumonia, se contd con el apoyo de explotaciones comerciales en el area de
influencia de la FES- Cuautitian, UNAM y en el Municipio de Temoaya en el Estado de
México; asi como de otras en la delegacion Tlalpan del D.F.; que tenian en conjunto una
poblacion aproximada de 400 corderos. Se realizaron visitas periédicas en estas
explotaciones para recolectar cadaveres de corderos y determinar si la causa de muerte
habia sido neumonia; si éste era el caso, se procedia a tomar muestras representativas
del pulmén en condiciones de esterilidad para realizar el aislamiento bacteriologico y
obtener las cepas incluidas en el grupo: origen neumoénico. En estas mismas
explotaciones se tomaron muestras de cavidad nasal con hisopos estériles, con el fin de
conformar el otro grupo de microbiota normal. El nimero de aislamientos recuperados de
microbiota normal, se tratd de homologar al nimero total de cepas recuperadas de
animales muertos por neumonia.

El aislamiento e identificacion de los agentes se realizd por métodos
bacteriolégicos convencionales.”’

Para realizar los ensayos se seleccionaron unicamente aislamientos del serotipo
A2, que fue el mas frecuente y es el serotipo considerado mas importante para ovinos. Se

llevé a cabo la lotificacién de los aislamientos con base en su crigen.

3.2 Caracterizacion de los aislamientos de M. haemolytica

Serotipificacion y biotipificacion. Estos se realizaron mediante la técnica de
hemoaglutinacién indirecta descrita por Frank vy Wessman® utilizando antisueros
monoespecificos de referenciab: Se cultivaron los diferentes aislamientos de Mannheimia
haemolytica por separado, en placas de agar sangre, se cosecharon las bacterias a las 24
horas y se inocularon en tubos que contenian 10 ml de medio de infusion de cerebro y
corazédn (BHI) y se incubaron a 37°C en "bario serolégico" en movimiento a 80 rpm
durante 18 horas. Se inactivaron a 56°C por 30 minutos, posteriormente se dejaron

b Antisueros gentilmente donados por el Dr. Glynn Frank. National Animal Disease Center. Ames, lowa.



enfriar a temperatura ambiente y se agregaron eritrocitos de carnero a una concentracién
del 1.0 % y se incubaron a 37°C durante 1 hr. Al concluir este periodo, se centrifugaron
los tubos a 800 x g durante 5 minutos, se decanté el sobrenadante y se lavo el paquete
celular con solucion salina amortiguada (SSA) por tres ocasiones, el paquete celular se
resuspendié en SSA a una concentracion final del 1% de eritrocitos y se adiciond
formalina al 0.2%.

Se realizaron diluciones dobles de los antisueros de referencia en placas de
microtitulacion de 96 pozos de fondo en "U", se agregaron a todos los pozos los eritrocitos
sensibilizados con cada uno de los aislamientos a una concentraciéon del 0.1% y se dej6
reposar durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de este periodo se observaron
de manera directa los pozos donde existia aglutinacion de eritrocitos, determinando asi el
serotipo al que correspondia cada aislamiento.

Se llevod a cabo la lotificacion de los aislamientos con base en su origen y a partir
de aqui se llevaron a cabo los analisis comparativos entre aislamientos de acuerdo a su
origen: neumonico o microbiota normal.

3.3 Capacidad de produccion de leucotoxina de aislamientos de Mannheimia
haemolytica A2 de origen diferente. Se prepard una suspension estandarizada por
método espectrofotométrico de cada una de las cepas aisladas a una concentracién de 1
X 10" UFC/ml y fueron incubadas durante cuatro horas, hasta el inicio de la fase de
crecimiento logaritmico, en medio RPMI-1640 adicionado con 7% de suero de ternera
neonato (STN). Las suspensiones fueron cetrifugadas a 3000 x g durante 20 minutos en
refrigeracion. El paquete bacteriano fue resuspendido en medio RPMI-1640 y el
sobrenadante fue etiquetado como "1er. sobrenadante". La suspension bacteriana se
incub6é nuevamente a 37°C durante dos horas en movimiento constante a 80 rpm (fase de
crecimiento logaritmico y de alta produccion de leucotoxina'’). Al final de este periodo las
muestras se centrifugaron por 20 min a 3000 x g. El paquete celular se deseché y el
sobrenadante se etiqueté como "20. sobrenadante”.

La cantidad de leucotoxina presente en el 1er. y 20. sobrenadante de cada una de
las cepas, se evalué mediante un ensayo visual simple, descrito por Shewen en 1983y

por ensayo inmunoenzimatico indirecto (ELISA-I).>*



3.3.1 Ensayo visual simple para la determinacién de leucotoxina de M.
haemolytica. Esta prueba se fundamenta en la capacidad que tiene la leucotoxina de M.
haemolytica de lisar leucocitos de sangre periférica de bovino obtenidos mediante choque
hipoténico de sangre completa (Seccién 3.3.1.1). Se realizaron diluciones dobles en
medio RPMI-1640 con STN de los sobrenadantes de cultivo, obtenidos a las 4 y 6 horas
de incubacién, en microplacas de titulacion de 96 pozos de fondo plano. A las diluciones
de sobrenadantes se adicionaron 100 pL de una suspension de leucocitos a una
concentracién de 1 X 107 células/ml y se incubaron durante 1 hr a 37°C. Al finalizar este
periodo, las placas se centrifugaron a 800 x g por 5 min. A cada pozo se le adicioné SSA
formalinizada al 10% y se incubd a temperatura ambiente durante 20 min. Posteriormente
se tifieron las placas con una solucién de cristal violeta al 1% durante 10 min, lavandolas
finalmente con agua corriente. Un fondo azul en los pozos indicaba la presencia de
células teriidas y por lo tanto la ausencia de leucotoxina de M. haemolytica en los
sobrenadantes. Un fondo claro indicaba la ausencia de células por la presencia de
leucotoxina, quehabia ejercido su efecto de lisis sobre las células “blanco”, eliminando el

sustrato celular a teiiir.>

3.3.1.1 Obtencidn de leucocitos desde sangre periférica. Se tomaron muestras
de sangre periférica de bovino con tubos al vacio, los cuales contenian heparina como
anticoagulante. La sangre se depositdé en un matraz, al cual se le adicioné la misma
cantidad de agua destilada por 30 seg., provocando el choque hipotdnico que produce la
lisis de los eritrocitos. Posteriormente se le agregd la misma cantidad de SSA concentrada
a 2X, con lo cual se detuvo la lisis eritrocitica. Estos se centrifugaron a 800 x g por 5 min,
este procedimiento se realizd hasta obtener el paquete globular blanco, libre de eritrocitos.
Se estandarizé la concentracion a 5 X 10° células/ml y fueron resuspendidas en RPMI-
1640.%°

3.3.2 ELISA-I® para medir la cantidad de leucotoxina producida en
sobrenadantes de cultivo de M. haemolytica.

3.3.2.1 Purificacién del antigeno (leucotoxina de M. haemolytica). La
leucotoxina de M. haemolytica es producida en mayor cantidad en la fase de crecimiento

Iogaritmico”. Se cultivé una cepa de referencia serotipo A2 hasta su fase de crecimiento
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logaritmico, como se describe en la seccién 3.3, hasta obtener los sobrenadantes de
cultivo (1er y 20. sobrenadante). Se determiné mediante el ensayo visual simple si estos
sobrenadantes tenian efecto citotdéxico sobre leucocitos obtenidos de sangre periférica
(seccién 3.3.1).

La cantidad de proteina presente en los sobrenadantes se cuantificé por el
micrométodo de Bradford.”® Se realiz6 un andlisis electroforético en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de las proteinas presentes en los sobrenadantes para verificar
la presencia de bandas sugerentes de la leucotoxina de M. haemolytica (bandas de 104
kDa). Verificado esto, se procedi6 a precipitar las proteinas de los sobrenadantes con dos
volimenes de etanol frio durante 24 horas a -20°C. Transcurrido este periodo, las
muestras se centrifugaron a 6 000 x g durante 20 min y las pastillas fueron reconstituidas
con solucién salina amortiguada. La muestras fueron dializadas contra dos cambios de
agua destilada y dos de solucion salina amortiguda de fosfatos utilizando una membrana
de dialisis con un limite de exclusion de 12 kDa.

Las proteinas en los dializados fueron separadas por electroforesis en SDS-PAGE
y la parte de los geles que contenian las bandas cercanas a los 104 kDa fueron cortadas.
Los fragmentos de los geles obtenidos fueron sometidos a electroelucion para obtener la
proteina purificada. Se cuantificé nuevamente la cantidad de proteina purificada y se
comprobé la presencia de la leucotoxina de M. haemolytica por electroforesis SDS-PAGE;
asi como su actividad citotoxica por ensayo visual.

3.3.2.2. Produccion del anticuerpo anti-leucotoxina. La proteina purificada fue
inoculada por via subcutanea en dos conejos Nueva Zelanda a una dosis de 1.0 mg. El
inéculo fue acompariado con 0.5 ml de adyuvante completo de Freund. Se llevaron a cabo
tres inoculaciones con intervalo de una semana y una ultima inoculacién por via
intravenosa con la misma dosis pero sin adyuvante. Tres dias después de la ultima
inoculacion, se tomé una muestra de sangre de los conejos para la obtencién de suero.

Los sueros fueron probados para determinar la presencia de anticuerpos contra la
leucotoxina de M. haemolytica por medio de una inmunoelectrotransferencia, para lo cual,
se realizd un corrimiento electroforético de la proteina purificada (leucotoxina), fue
transfererida a papel de nitrocelulosa a 400 mA durante una hora y enfrentada al primer
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anticuerpo obtenido en conejo. Posteriormente se adicioné proteina G conjugada con
peroxidasa como segundo anticuerpo y fue revelada con diamino-bencidina y peréxido de
hidrégeno.

3.3.2.3 ELISA-indirecto™
Estandarizacion de la prueba: Para determinar si el antigeno era detectado y que
diluciones del suero y del conjugado eran las mas adecuadas, se llevd a cabo la
estandarizacion. Se utilizd como antigeno la proteina purificada (leucotoxina) a diferentes
concentraciones (1, 3, 5, 10, 15 pg) y el suero del conejo a varias diluciones (1:4, 1:8,
1:16, 1:32 y 1:64), asi como dos diluciones del conjugado (1:1 000 y 1:2 000). El
procedimiento que se describe a continuacion se utilizd para la estandarizacion de la
técnica y para los ensayos para determinar la cantidad de leucotoxina en los
sobrenadantes de cultivo de los diferentes aislamientos de M. haemolytica.

El antigeno a sus diferentes concentraciones (ajustado a un volumen final de 50
uL) fue adsorbido a los pozos de las placas durante toda la noche a 4°C . Se decanté el
antigeno y se lavé dos veces la microplaca con la solucion de lavado. Se realiz6 el
bloqueo de los sitios donde no hubo adsorciéon del antigeno con una solucién de leche
descremada al 2.0 % y se adicion6 el primer anticuerpo a las diluciones mencionadas y se
incubé por 30 min a 37°C. Se lavé y adicioné la Proteina G conjugada con peroxidasa a
una dilucion 1:1 000 6 1:2 000 en solucién de amortiguadora tris-ELISA (trizma base 50
mM, cloruro de sodio 148 mM, pH 7.4) y se incubd 30 min a 37°C. Finalmente la placa se
lavé y se reveld con ABTS [2,2'-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) y perdxido
de hidrogeno. Las placas fueron leidas a una longitud de onda de 405 nm. La
concentracion final de la leucotoxina que se utilizé fue de 5.0 pg.

Los resuitados obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza. Las

diferencias entre medias (p< 0.05) se determinaron mediante una prueba de Duncan.

3.4 Produccion de proteasas de secrecion de aislamientos de M. haemolytica de
diferente origen. Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo de diferentes aislamientos de
M. haemolytica a las 6, 12, 18 y 24 hrs de incubacién a 37 °C en medio liquido BHI con
movimiento constante a 80 rpm. Las proteinas presentes en los sobrenadantes obtenidos
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a los diferentes tiempos de incubacién, fueron precipitadas con etanol absoluto frio
durante 24 horas a -20 °C. Las suspensiones se centrifugaron a 8 000 x g durante 20
minutos y el precipitado se resuspendié con SSA, se determind la concentracion de
proteina por el micrométodo de Bradford. Se realizaron corrimientos electroforéticos de
estas suspensiones en geles de poliacrilamida al 10% copolimerizada con 0.1 % de
gelatina. Después del corrimiento los geles fueron lavados durante 45 min con una
solucion de triton X-100 al 0.5 %, posteriormente fueron sumergidos en una solucién de
activaciéon (CaCl; 0.1 M), tefiidos con azul de Comassie y parciailmente desteiiidos con
una solucion de ac. acético—metanol—aguam,

3.4.1. Dependencia de las proteasas de secrecion de M. haemolytica a iones
divalentes. Una vez demostrada la presencia de proteasas de secrecién en los
sobrenadantes de cultivo de M. haemolytica, se determiné la dependencia de estas
proteasas a iones divalentes en los que se puede incluir el calcio. Una fraccion de cada
uno de los sobredantes con efecto de proteasa comprobado, fue sometido a la accién del
quelante etilen diamino tetracetato de sodio (EDTA 10 mM).?®' Posterioremente se
procedié a realizar el analisis electroforético SDS-PAGE copolimerizado con gelatina,
descrito arriba.

3.4.2. Estabilidad en la produccion de proteasas de aislamientos de M.
haemolytica. Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo de los diferentes aislamientos de M.
haemolytica a partir de 10 pases seriados de la bacterias en agar sangre con intervalo de
24 horas. La deteccion de proteasas en estos sobrenadantes se realizé de acuerdo a la
técnica descrita en la seccion 3.4 para determinar si se perdia la capacidad de produccion
de proteasas con los pases in vitro.

3.5 Adherencia de M. haemolytica a células del epitelio traqueal y a macréfagos
alveolares. A partir de ocho corderos, se obtuvieron células del epitelio traqueal mediante
raspado de la mucosa y se obtuvieron macréfagos alveolares mediante lavado bronquio-
alveolar. Los dos tipos celulares fueron suspendidos por separado en SSA pH 7.4 y se
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realizaron tres lavados a 800 x g durante 5 minutos. Las células fueron resuspendidas
finalmente a una concentracion de 1 X 10° por ml en medio RPMI-1640.

Los ensayos de adherencia se realizaron para los dos tipos de células por
separado (Cuadro 1). Después de los lavados, las células fueron depositadas en
microplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo en "U". Posteriormente se adicionaron
bacterias de los diferentes aislamientos de M. haemolytica, las cuales estaban
suspendidas en medio RPMI-1640 y ajustada a una concentracién de 900 X 10° UFC/ml,
de tal manera que quedara una relacion final de 100 bacterias por célula. Las células junto
con las bacterias fueron incubadas por periodos de 15 minutos para macréfagos y 30
minutos para las células del epitelio traqueal a 37°C con movimiento ligero (20 rpm). Al
terminar el periodo de incubacion se tomaron 3 alicuotas de 20 pL de las suspensiones y
fueron depositadas en portaobjetos, se dejaron secar y fueron fijadas con metanol
absoluto y posteriormente tefiidas con tincién de Wrigth. De cada preparacién se contaron
las bacterias adheridas a la superficie de 10 células tomadas al azar.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza y la comparacion

de medias se realizé con la prueba de Duncan.

3.6 Analisis de los patrones de corte con endonucleasas de restriccion de los
diferentes aislamientos de M. haemolytica.>® A partir de 15 aislamientos de M.
haemolytica de origen microbiota, 15 de origen neuménico y una cepa de referencia
serotipo A2, se extrajo el ADN para hacer cortes con endonuclesas de restriccion y

analizar por electroforesis el patron de corte con estas enzimas.

3.6.1 Extraccion de ADN cromosomico. Todos los aislamientos fueron cultivados
por separado en medio sélido de BHI. Se cultivaron 5 placas de cada una de las cepas
(15 de microbiota y 15 de origen neuménico) durante 24 horas a 37°C. Después de este
periodo fueron recolectadas las colonias en 5.0 mi de SSA, centrifugadas a 5 000 x g y
sometidas a un método de extraccion fendlica (fenol-agua), el cual utiliza lisozima,
proteinasa K y precipitacion con alcohol etilico absoluto; el ADN fue suspendido en

amortiguador TE. En este caso se utilizd la enzima RNAsa para eliminar el ARN.
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Después, las muestras fueron sometidas a electroforesis en geles de agarosa al 1%,
adicionadas con bromuro de etidio™. La cantidad de ADN presente en las muestras fue

determinada a una longitud de onda de 260 nm.

3.6.2 Ensayo de corte con endonucleasas de restriccion y anilisis de los
perfiles de corte. En primera instancia se realizd una cinética de corte para determinar
con cual enzima y a qué tiempo se lograba el corte de restriccién; las enzimas probadas
fueron EcoR |, EcoR V, BamH |, Sal | y Xho | y los tiempos de la cinética se tomaron cada
10 minutos hasta las 2 horas. El mejor comportamiento se obtuvo con EcoR | y BamH |.
Sin embargo, el tiempo no fue suficiente para el corte, por lo que se realizaron mas
ensayos a mas tiempo determinandose un mejor corte a las 24 horas. La inactivacion de
las enzimas se realizé a 60°C durante 10 minutos.

De cada uno de los aislamientos (microbiota y neumédnicos) se realizaron cortes
con endonucleasas de restriccion, para lo cual en microtubos estériles se adicionaron 20
pL del amortiguador (10 X) de la enzima, 5 uL (30 pg) de ADN problema, 150 pL de agua
destilada estéril y de 30-150 U de la enzima. Se incubé la mezcla toda la noche a 37°C, la
extraccion de ADN se llevé a cabo con fenol/cloroformo y se precipitdé con etanol frio
absoluto. Se realizaron corrimientos electroforéticos de las muestras en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 5% a 60 V durante 4 a 5 horas.*® Los geles fueron tefiidos
con nitrato de plata. Se realizé un estudio comparativo de cepas de Mannheimia

haemolytica en relacién al patron de corte con enzimas de restriccion.

3.7 Infeccion experimental con Mannheimia haemolytica A2 aislada de diferentes
cuadros neumonicos y de microbiota normal.

3.7.1 Animales. Se utilizaron 13 corderos de aproximadamente 2 meses de edad
con titulos de anticuerpos anticapsula de Mannheimia haemolytica inferiores a 14 y

seronegativos), estos animales fueron distribuidos al azar en 3 grupos. El grupo 1, de
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cinco animales, fue inoculado con cinco aislamientos de origen neuménico; el grupo 2, de
cinco animales, con cinco aislamientos de origen microbiota; y el grupo 3, de tres
animales, sirvid como grupo testigo y fue inoculado con SSA.

El protocolo de inoculaciéon se resume en el Cuadro 2.

Del dia 0 al 14, se le tomo la temperatura a los animales por via rectal diariamente.
Los animales de los tres grupos fueron inoculados con dexametasona a una dosis de 4.0
mg/dia por via intramuscular del dia 0 al 10, con el fin de producir inmunosupresién. El
dia 7 se inocul6 a todos los animales por via intratraqueal 2.0 ml de una suspensién que
contenia el virus de Pl; a una concentracién de 1 X 10° TCIDso/ml.

3.7.2. Suspensiones bacterianas. Cada uno de los aislamientos a evaluar, fue
cultivado durante 18 horas en agar BHI a 37°C. Después de este periodo fueron
cosechadas y lavadas 3 veces por centrifugacion a 3 000 x g y resuspendidas en SSA a
una concentracién de 1 X 109 UFC/ml. Cada animal fue inoculado con diferente

aislamiento por via intratraqueal utilizando 2.0 ml de la suspensién bacteriana.

3.7.3. Evaluacion de lesiones. El dia 14 los animales fueron sacrificados y los
pulmones fueron separados para evaluar el grado de lesiéon. Se tomaron muestras
representativas del pulmén para analisis histopatolégico y para inmunohistoquimica, asi
como para analisis bacteriolégico.

El analisis histopatolégico se realizd a partir de la muestras fijadas con formalina
amortiguada al 10% y procesadas con la técnica usual de inclusién en parafina y tincién
con hematoxilina-eosina.”’ Las muestras incluidas en parafina también fueron utilizadas
para obtener los cortes para la inmunohistoquimica, que se describe mas adelante
(Seccién 3.8).

Las muestras para el andlisis bacteriolédgico fueron procesadas por métodos

convencionales para el aislamiento e identificacion de M. haemolytica.
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3.8 Deteccion de la leucotoxina de Mannheimia haemolytica A2 en el pulmén de
corderos inoculados experimentalmente.

3.8.1 Muestras. Para este estudio se utilizaron los pulmones de los corderos
inoculados con M. haemolytica A2 del ensayo anterior. Para la inmunohistoquimica se
utilizaron los tejidos fijados en formalina, un anticuerpo antileucotoxina y como segundo
anticuerpo proteina G conjugada con peroxidasa (1:2000). El anticuerpo contra la
leucotoxina fue elaborado por inoculacién de leucotoxina purificada en conejos (Seccién
3.3.3.1y33.2.2).

En la Figura 1, se resume el esquema de trabajo para determinar las diferencias en

las propiedades patogénicas de Mannheimia haemolytica de origen diferente en corderos.
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ESQUEMA DE TRABAJO

CAPACIDAD DE PRODUCCION
s ADHERENCIA

AISLAMIENTOS

CON ENDONUCLEASAS
DE RESTRICCION

INMUNOHISTOQUIMICA

Figura 1. Esquema de trabajo para la evaluacion de mecanismos de patogenicidad de aislamientos de
Mannheimia haemolytica A2 productoras de neumonias en ovinos.
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Cuadro 1. Modelo establecido para la evaluacion de la adherencia de M.

haemolytica de origen neumédnico o microbiota a células del sistema

respiratorio de corderos.

ORGEN BETDS MICROBIOTA NEUMONICO M. haemolytica
AISLAMIENTOS
(Numero de aislamientos A2, Cepa de
evaluados)
referencia.
S
EVALUADAS ( 5 ) (5 ) (1 )
Macroéfagos 3 repeticiones 3 repeticiones 3 repeticiones
Alveolares (10 células por (10 células por (10 células por
(de 8 animales) repeticion) repeticién) repeticion)

Células del
epitelio traqueal

(de 8 animales)

3 repeticiones
(10 células por

repeticion)

3 repeticiones
(10 células por

repeticion)

3 repeticiones
(10 células por

repeticion)




Cuadro 2. Protocolo de desafio con Mannheimia haemolytica A2
de origen neumoénico y de microbiota.

DIA NEUMONICO | MICROBIOTA TESTIGO

0 Inoculacién Viral** 2.0 ml

1 X 10" TCIDso/ml.

7 Mannheimia haemolytica A2 via | SSA 2.0 mlvia
INTRATRAQUEAL 2.0 ml

(1x10° UFC/ml) Intratraqueal

14 SACRIFICIO

** Se utilizé una cepa del virus de Parainfluenza 3 (PI3) gentiimente
donada por el Dr. H. Ramirez de la Facultad de Medicina Veterinaria,

UNAM, Departmento de Produccion Animal, Cerdos.
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IV. RESULTADOS

4.1 Aislamiento de Mannheimia haemolytica a partir de pulmones neuménicos y de
microbiota normal de corderos. Como puede observarse en el Cuadro 3, se obtuvieron
un total de 70 aislamientos de M. haemolytica a partir de 148 muestras de hisopos
nasales y de 77 muestras de pulmén. De estos aislamientos, 45 fueron de origen
microbiota y 25 de origen neumaénico. El serotipo que se aislé con mayor frecuencia para
ambos casos fue el serotipo A2. Debido a esta situacion, este fue el serotipo que se utiizé
para todas las evaluaciones. También se obtuvieron aislamientos de Pasteurella
multocida, correspondiendo al 12% a partir del total de muestras de microbiota y 7% de

neumaonicos. El resto de los aislamientos con su serotipo se muestra en el Anexo 1.

4.2 Capacidad de produccion de leucotoxina de los aislamientos de Mannheimia
haemolytica A2. Se realizé un primer ensayo para determinar la capacidad de produccién
de leucotoxina por parte de los diferentes aislamientos utilizando un ensayo visual simple,
el nimero de aislamientos por origen fue de 15. Los titulos de leucotoxina para las cepas
de los diferentes origenes que se muestran en la Figura 2 fueron transformados a
logaritmo base 2 (Logz). Como se observa, las cepas de origen neumonico tuvieron mayor
capacidad de produccion de leucotoxina. El valor alcanzado por los aislamientos de origen
neumonico fue 4.8, que equivale aproximadamente a un titulo de 1:32, en tanto para
microbiota resulto de 1:8.

Para confirmar estos resultados aplico el método de ELISA indirecto. Como primer
paso se identificé y purificd la leucotoxina de M. haemolytica. En la Figura 3 se muestra el
resultado de una electroforesis, realizada a sobrenadantes de cultivo de M. haemolytica
obtenidos después de cuatro y seis horas de incubacién. A las cuatro horas de incubacién
en medio RPMI-1640 adicionado con STN (carriles 2 y 3), se observan dos bandas
principales de 70 y 105 kDa que podrian corresponder a la albimina sérica bovina

contenida en el suero de ternera y a la leucotoxina de M. haemolytica, respectivamente.
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En el segundo sobrenadante (carriles 4 y 5), la banda de 105 kDa se observa mas
evidente y corresponde a la fase de crecimiento logaritmico de la bacteria.

En la Figura 4 se muestran los mismos sobrenadantes en un gel al 10% tefiido con
nitrato de plata. En este caso se observan mas evidentes las bandas que corresponden a
la leucotoxina y a la albumina.

Para purificar la leucotoxina se determiné primero la concentracion de proteina a la
cual se diferenciaba la leucotoxina de otras proteinas presentes en el sobrenadante en
geles de poliacriacrilamida a concentraciones diferentes (8, 10 y 12%) (Figs. 5 y 6). La
concentracion de proteina elegida para realizar los cortes del gel y posterior electroelusion
fue de 15 ug de proteina total por carril.

Después de haber realizado la electroelucién se cuantificdé por el método de
Bradford la cantidad de proteina recuperada. Se comprobé el efecto citotoxico de la
leucotoxina utilizando leucocitos de sangre periférica y se ajustd la concentracion de
proteina a un mg/ml. Después de la inoculacidon a los conejos, se obtuvo el suero y se
realizé la inmunotransferencia utilizando un sobrenadante de cultivo de M. haemolytica
obtenido en fase de crecimiento logaritmico. Los resultados del inmunotransferencia se
observan en la Figura 7. Es evidente la presencia de una banda de reconocimiento de 105
kDa que corresponde a la leucotoxina. También, es apenas perceptible una banda de 70
kDa, que sugiere un reconocimiento discreto a la albumina sérica bovina.

Los resultados comparativos de la capacidad de produccién de leucotoxina entre
las diferentes cepas de acuerdo a su origen y cuantificada por la técnica de ELISA, se
muestran en la Figura 8. Las tres primeras barras corresponden a la cantidad promedio
de leucotoxina producida por las cepas durante las cuatro primeras horas de incubacién a
37°C. En este caso, se incluyé un tercer grupo de cepas que fueron recuperadas de
pulmones de corderos, después de un ensayo de inoculacién experimental.

Los aislamientos de origen neuménico y las del grupo de recuperadas fueron las

que mas capacidad de produccidn de leucotoxina mostraron, con una lectura de
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absorbancia a 405 nm de 0.464 + 0.09 y 0.524 + 0.07 respectivamente, comparadas con
las de origen microbiota donde se obtuvo un valor de 0.374 + 0.12 (p< 0.05). Sin embargo,
en la fase logaritmica de crecimiento, a pesar de observarse un comportamiento similar al
de las primeras cuatro horas, la cantidad de leucotoxina producida en los tres grupos fue
menor.

En ambos casos, a pesar de observarse mayor capacidad de produccién en las
cepas recuperadas, no existi6 diferencia con las de origen neuménico (p > 0.05), aunque

si con las de microbiota.

4.3.- Adherencia de Mannheimia haemolytica A2 a macréfagos y células del epitelio
traqueal. En las Figuras 9 y 10 se muestra la técnica de obtencién de macréfagos
mediante lavado bronquioalveolar, asi como las imagenes de las células obtenidas en el
lavado bronquialveolar y en el raspado traqueal para la obtencion de células ciliadas del
epitelio traqueal. El nimero promedio de células recuperadas fue de 70.3 + 6.7 X10*
macréfagos porml.y 642 +83 X 10* células ciliadas por ml.

En las Figuras 11 y 12 se observan algunas células con bacterias adheridas a la
superficie. Como puede observarse, existi6 una mayor adherencia a los cilios de las
células del epitelio traqueal.

Al cuantificar la capacidad de adherencia a ceélulas del epitelio traqueal de los
aislamientos de los diferentes origenes, se observd una mayor capacidad para las cepas
de origen neuménico y la de referencia, 5.7 + 1.2 y 6.1 £ 0.5 bacterias por célula,
respectivamente, que para las de origen microbiota, donde se observé un promedio de
bacterias adheridas de 4.2 + 0.7 por célula (p < 0.05). En el grupo control fue de 1.2 + 0.6
(Figura 13). En el caso de macréfagos alveolares el grado de adherencia fue menor,
comparado con la adherencia a células del epitelio traqueal. Los promedios de adherencia

fueronde 2.6 £+ 0.3, 3.5+ 0.4, 3.5+ 0.3, 2.5 + 0.2 para microbiota, neumanico, referencia y
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control respectivamente; sin observarse diferencia significativa entre tratamientos (Figura

14).

4.4 Produccion de proteasas de secrecion de aislamientos de M. haemolytica de
diferente origen. Los resultados de esta evaluacién fueron de tipo cualitativo. Como
puede observarse en la Figura 15, el efecto proteolitico de los sobrenadantes de cultivo
sobre los geles copolimerizados con gelatina al 0.1% fueron mas evidentes para los
aislamientos de origen neumoénico. Sin embargo, algunos aislamientos,
independientemente de su origen, mostraban efectos de diferente intensidad. Donde se
observé diferencia cuantitativa, fue en la frecuencia en la que existia actividad de
proteasa. El 88% de los aislamientos de origen neumaénico presentaron esta capacidad,
comparado con el 55% de los de origen microbiota (Cuadro 4). La capacidad de producir
proteasas se mantuvo aun después de 10 pases in vitro de los diferentes aislamientos
(Figura 16). También se demostrd la dependencia de calcio de las proteasas, debido a
que la actividad proteolitica se perdia en ausencia de calcio y en presencia de EDTA, con
lo cual las proteasas detectadas se pueden clasificar dentro del grupo de las

metaloproteasas (Figura 17).

4.5 Anadlisis de los patrones de corte con endonucleasas de restriccion de los
diferentes aislamientos de M. haemolytica. Como ya se mencioné en la secciéon de
metodologia, las enzimas que mostraron un comportamiento mejor fueron BamH |y EcoR
V. En la cinética de corte se demostrd que a las 24 horas se observaba un mejor perfil de
corte para las diferentes enzimas. Por esa razon, los resultados que se muestran en todos
los casos corresponden al patron de corte a las 24 horas de incubacién con la enzima
respectiva.

En la Figura 18, se muestran de manera comparativa los perfiles de corte con la

enzima EcoR V de los aislamientos de M. haemolytica. Los aislamientos de origen
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neumaonico muestran una diferencia importante por debajo de la banda de 2322 pb, donde
se observa una doble banda, comparada con la banda sencilla que se observa para los
aislamientos de origen microbiota. Este comportamiento se observé en 12 de los 15
aislamientos de origen neumaénico. Por otro lado, un efecto similar se observa en el perfil
de corte con BamH | (Figura 19), sélo que el efecto se observa por encima de la banda de
564 pb. Esta diferencia se detecté en 10 de los 15 aislamientos. Sélo en 8 aislamientos

se observo diferencia con el uso de las dos endonucleasas de manera simultanea.

4.6 Infeccion experimental con Mannheimia haemolytica A2 aislada de
diferentes cuadros neumonicos y de microbiota normal. Los registros de temperatura
corporal en los diferentes grupos demostraron una elevacién discreta de temperatura en
todos los grupos después de la inoculacion del virus de la Plz (dia 1), este aumento de
temperatura se mantuvo por un lapso de 5 dias. Después de la inoculacién de las
bacterias (dia 8) se observé otro aumento de temperatura en los grupos neuménico y
microbiota. Fue mas evidente el aumento de temperatura en el grupo neumoénico (p <
0.05) (Figura 20).

En el grupo inoculado con los aislamientos de origen neumonico, dos animales
murieron antes de las 18 horas pos-inoculacion de la suspension bacteriana (dia 8). En
estos animales no se observaron cambios patologicos aparentes a nivel pulmonar, sin
embargo se observé un cuadro congestivo generalizado sugerente de una condicién de
choque endotdxico. Los otros tres animales de este grupo mostraron signos de
enfermedad respiratoria a partir del dia 3 pos-inoculacion bacteriana (dia 10), que
incluyeron fiebre, disnea, tos, aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria, asi como
respiracién abdominal. Uno de estos animales murié al dia 6 pos-inoculacion bacteriana
(dia 13). Las lesiones macroscépicas en los tres animales que manifestaron signos de
enfermedad respiratoria, se observan en la Figura 21. En esta misma figura se muestran

de manera comparativa los cambios observados en el grupo inoculado con los
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aislamientos de origen microbiota y los del grupo testigo. Es evidente la mayor severidad
de las lesiones observadas en el grupo neuménico y la ausencia de lesiones en el grupo
testigo sin inocular. En el grupo microbiota se observaron lesiones discretas sugerentes
de neumonia. El pulmén del animal identificado con el nimero 292 fue el que murié al dia
6 pos-inoculacion y se observd una neumonia fibrinosa craneo-ventral afectando
basicamente el I6bulo craneal derecho. El animal 269 mostré en pulmén una neumonia de
tipo lobular, también de distribucién craneo-ventral; se observé la distribucién tipica de
una bronconeumonia. En el analisis histopatolégico se observé una neumonia intersticial
fibrinosa en el primer caso y una bronconeumonia exudativa en el segundo (Figura 22).

En el analisis bacteriolégico se logré el aislamiento de M. haemolytica serotipo A2
a partir de sangre, higado, pulmén, rifién y liquido cefalorraquideo de los animales que
presentaron muerte subita del grupo neumoénico y a partir del pulmén de los demas
animales de este grupo. En el grupo microbiota, s6lo se aislaron bacterias de dos

animales del grupo a partir de lesiones discretas en pulmon.

4.7 Deteccion de la leucotoxina de Mannheimia haemolytica A2 en el pulmén de
corderos inoculados experimentalmente. Los resultados obtenidos demostraron la
presencia de la leucotoxina de M. haemolytica en el tejido pulmonar de los animales
inoculados. Esta fue detectada principalmente en el tejido linfoide asociado a bronquios y
en pequefios cumulos dispersos en el tejido cercano a las zonas de inflamacién. Al
observar las preparaciones con mayor detalle, se observé una reaccion fuerte asociada a
células, especialmente en leucocitos mononucleares (Figura 23). Las reacciones mas
fuertes se observaron en el animal 292 del grupo neumoénico. Reacciones mas discretas

se apreciaron en el grupo microbiota y en el grupo testigo no se observo reaccion.

30



Cuadro 3. Aislamiento y tipificacion de Mannheimia haemolytica en ovinos.

ORIGEN Mannheimia haemolytica | Pasteurella multocida
MICROBIOTA 45 19
Serotipo mas comun A2 (80 %)

NEUMONICO 25 6
Serotipo mas comun A2 (75 %)

Total 70 25

Cuadro 4. Actividad de proteasa en sobrenadantes de cultivo de Mannheimia
haemolytica A2 de diferente origen.

ORIGEN No. de cepas con Porcentaje
actividad /total
MICROBIOTA 25/45 55
NEUMONICO 22/25 88
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Figura 2. Capacidad de produccién de leucotoxina de aislamientos de diferente origen
de M. haemolytica en corderos, mediante la prueba de Ensayo Visual Simple. Para
ambas cepas n=15.

32




LEUCOTOXINA
(104 kDa)

Figura 3. Evidencia de la presencia de leucotoxina en sobrenadantes
de cultivo de Mannheimia haemolytica obtenidos a las 4 y 6 horas de
incubacién a 37°C. Carril 1: Marcador de peso molecular; carriles
2 y 3: sobrenadantes obtenidos a las 4 horas; carriles 4 y 5:
sobrenadantes obtenidos a las 6 horas de incubacién. Cantidad de
proteina por carril: 10 pg. Electroforesis SDS-PAGE (Gel al 10) %.

(104 kDa)

LEUCOTOXINA

Figura 4. Evidencia de la presencia de leucotoxina en sobrenadante
de cultivo de Mannheimia haemolytica. Electroforesis SDS-PAGE
Teifiido con nitrato de plata (Gel al 10 %).
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Figura 5. Concentraciones diferentes de proteina en geles SDS-PAGE de
sobrenadantes de cultivo de Mannheimia haemolytica
a LEUCOTOXINA
120 (104 kDa)
70
47
20

Figura 6. Carriles del 1 al 7 sobrenadante de cultivo de Mannheimia
haemolytica, fase de crecimiento logaritmico en RPMI-1640
adicionado con 3 % de ASB.
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70 kDa

Figura 7. Inmunotransferencia del suero de conejo inmunizado con la leucotoxina de M. haemolytica
purificada por electroelucién y enfrentada a un sobrenadante de cultivo en fase de crecimiento
logaritmico de M. haemolytica. Se observa una reaccién fuerte en la zona de los 104 kDa y que
corresponde a la zona hasta donde difunde la leucotoxina.
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Figura 8. Capacidad de produccién de leucotoxina de Mannheimia haemolytica A2
de diferente origen. ELISA- indirecto. Para cepas de origen microbiota y

neumoénico n=15.
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Figura 9. Lavado bronquioalveolar para la obtencién de macréfagos alveolares de corderos para la
evaluacion de adherencia de M. haemolytica A2.
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Figura 10. Células obtenidas del lavado bronquial y del raspado
traqueal de corderos. A: Macréfago alveolar. B: Célula del epitelio
traqueal,

Figura 11. Adherencia de M. haemolytica a células del epitelio
traqueal de corderos.

Figura 12. Adherencia de M. haemolytica a macréfagos
alveolares.




No. de
bacterias
adheridas
por célula

Fig 13. Adherencia de Mannheimia haemolytica A2 de diferente origen a células del
epitelio traqueal.
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Fig 14. Adherencia de Mannheimia haemolytica A2 de diferente origen a macréfagos
alveolares de corderos
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Figura 15. Actividad de proteasa en sobrenadantes de cultivo de Mannheimia haemolytica A2 de diferente
origen. En cada carril se muestra el efecto proteolitico de sobrenadantes distintos de cepas de origen
neumoénico y de microbiota. Cantidad de proteina por carril: 10 pg
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PASE —>1 2 3 4

Figura 16. Carriles 1-4: Actividad de proteasa en sobrenadantes de cultivo
de Mannheimia haemolytica A2 después de varios pases in vitro de la
bacteria. Cantidad de proteina por carril: 10 pg

Con calcio Sin calcio

Figura 17. Actividad de proteasa en sobrenadantes de cultivo de Mannheimia haemolytica A2
en presencia y ausencia de calcio. Cantidad de proteina por carril: 10 pg
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Fig. 18. Patrén de corte de la enzima EcoR V de aislamientos de origen diferente de
Mannheimia haemolytica de corderos. Se observa una doble banda por debajo de la banda de
2322 pb en los aislamientos de origen neuménico (N) (carril 4 y 5). En los aislamientos de
origen microbiota se observa s6lo una banda (carril 2 y 3)

42




820 pb

564 pb

Fig. 19. Patrén de corte de la enzima BamH 1 de aislamientos de origen diferente de Mannheimia
haemolytica de corderos. Nétese una doble banda por encima de la banda de 564 pb en los aislamientos
de origen neumoénico (N) (carril 2, 3, 5, 6 y 7). En los aislamientos de origen microbiota se observa s6lo
una banda (carril 4 y 8).
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Fig 20. Temperatura rectal en corderos desafiados con aislamientos de Mannheimia
haemolytica A2 de diferente origen
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Fig 21. Lesiones en pulmén inducidas por la inoculacién de Mannheimia haemolytica de
diferente origen en corderos. Las flechas indican algunos sitios de lesion.

45




Fig 22. Lesiones histolégicas en pulmén inducidas por la inoculacién de Mannheimia
haemolytica en corderos. A: Engrosamiento de los septos interlobulillares debido a la
presencia de fibrina. B: Presencia de células inflamatorias en la luz bronquial
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Reaccion negativa | Reaccidn positiva

Acercamiento de la reaccién
positiva

Fig 23. Deteccién por inmunohistoquimica de la leucotoxina en pulmones de ovinos
inoculados con Mannheimia haemolytica de diferente origen en corderos.
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V. DISCUSION

Uno de los principales problemas de salud que afectan a los ovinos jévenes son los
cuadros de neumonia. Uno de los agentes que se aisla con mayor frecuencia de estos
procesos es Mannheimia haemolytica. Esta bacteria es parte de la microbiota normal de
las vias respiratorias altas de animales sanos y ademas produce cuadros de intensidad
variable que permiten suponer diferencias en patogenicidad entre aislamientos
dependiendo de su origen. Por esta razon, el presente trabajo se realizé con la finalidad
de evaluar los mecanismos de patogenicidad de M. haemolytica serotipo A2 aisladas de
pulmones neumonicos y de cavidad nasal de corderos.

El porcentaje de recuperacion de M. haemolytica a partir de pulmones neumoénicos
se considera bajo (32%), sin embargo, es conveniente sefialar que los pulmones remitidos
para el analisis bacteriolégico provenian de animales que tenian diagndstico clinico de
neumonia. Al evaluar la condicion de los pulmones, se determind que muchos de ellos no
presentaban lesiones neumonicas. Por otro lado, en algunos casos la neumonia se asocié
a otros microorganismos como Pasteurella multocida, bacteria que puede considerarse
responsable del proceso neuménico, sola o en asociacién con M. haemolytica. También
se debe considerar que por tratarse de unidades de produccidén, varios animales
recibieron tratamiento con antibiéticos, lo que influyé en el nimero bajo de aislamientos.

El serotipo que se aislé con mayor frecuencia, tanto a nivel cavidad nasal, como a
partir de pulmones neumadnicos, fue el A2. Este dato corresponde a lo mencionado por

175859 que han demostrado que el serotipo mas comun en bovinos es el

diversos autores,
A1y en ovinos es el A2. En el caso de los bovinos, también se ha aislado de manera
frecuente a partir de nasofaringe el serotipo A2, sin embargo, estos aislados son
aparentemente de patogenicidad baja.

La adherencia bacteriana es un factor de virulencia importante para muchas
bacterias y en el caso de M. haemolytica, este es uno de los factores menos estudiados,
en un trabajo realizado por Clarke y Morton,*® se destacd la importancia de la adherencia
de M. haemolytica, determinada mediante un método fluorométrico en forma comparativa
la capacidad de adherencia que tenian dos serotipos de M. haemolytica en la linea celular
MBDK y se demostré una mayor capacidad de adherencia del serotipo A1 respecto al A2.

A pesar de que es mayor la frecuencia de aislamiento del serotipo A2 en las vias

48



respiratorias altas de los bovinos, este serotipo no es el mas importante como causante
de neumonia. Lo que implica que la patogenicidad de un serotipo podria no estar
relacionada a su mayor capacidad de adherencia. En el presente trabajo, aunque no se
hicieron comparaciones entre serotipos, si se realizaron entre aislamientos de diferente
origen, encontrandose una capacidad de adherencia mayor para los aislamientos de
origen neumonico.

Las estructuras bacterianas que participan en la adherencia incluyen fimbrias,
adhesinas no fimbriales, adhesinas de naturaleza proteinica, parecidas a la capsula, el
glicocalix, el lipopolisacarido, los acidos lipoteicoicos, las proteinas de membrana externa
y la misma capsula tiene capacidad para desempeiiar esta funcién. En general, se asume
que cualquier antigeno de la superficie bacteriana que tenga una conformacion
estereoquimica, perfil hidrofébico y carga neta electrostatica complementaria con las
estructuras de membrana de su célula blanco, pueden funcionar como adhesinas.®® Es
posible que las diferencias en la capacidad de adherencia encontradas en este trabajo,
sean debidas a la modificacion o a la expresion de algunas de estas estructuras.

La presencia de una envoltura de polisacaridos extracelulares mejor conocida
como glicocélix es frecuente en M. haemolytica, esta cubierta incrementa la resistencia de
la bacteria a los mecanismos de fagocitosis, debido a su hidrofobicidad, carga y
viscosidad; se considera que esta envoltura puede ser una extension de los polisacaridos
capsulares de la bacteria o de la cadena-O polisacarida. En un trabajo de Clark y
Morton®®, se observd que la capacidad de adherencia de M. haemolytica, asociada al
glicocalix, se modifica de acuerdo a las condiciones de crecimiento de la bacteria. Es
importante considerar que en nuestro trabajo, los sitios anatdmicos y las condiciones
micro ambientales, de donde provenian las cepas, eran diferentes, por lo que es posible
encontrar diferencias en los factores que intervienen en la adherencia. Por otro lado, dia
con dia se siguen identificando otros componentes relacionados con la adherencia de M.
haemolytica, aunque su papel especifico en la patogénesis del proceso apenas se
empieza a analizar. Estas proteinas son de naturaleza proteinica y de peso molecular alto
y tienen cierta homologia con proteinas de otros agentes infecciosos donde si se ha
demostrado su participacion en la adherencia. El principal antigeno reconocido por estos
autores tiene un peso molecular de 245 kDa y es similar, en masa, al antigeno de 240 kDa
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de Haemophilus influenzae. No se sabe si este componente ya existia, o es parte de los
procesos de modificacién evolutiva de la bacteria para incrementar su patogenicidad®'.
Las similitudes entre microorganismos pueden explicarse en términos de evolucidon
convergente o bien a la transmision horizontal de material genético. Esto puede explicar
de alguna manera los hallazgos observados en nuestro trabajo, donde es posible que la
capacidad de adherencia diferente, tenga que ver con la presencia de ciertos antigenos.
En el caso de los macréfagos alveolares, se observé un nimero menor de
bacterias adheridas a la superficie, comparado con las células del epitelio traqueal; esto
puede ser debido a que los fenémenos de adherencia son mas importantes en este ultimo
tipo de células en las fases tempranas de la infeccion, que permiten la proliferacion y
colonizacion de la bacteria. Como es bien sabido, la funciéon del macréfago es la
fagocitosis, asi como el procesamiento y la presentaciéon de antigenos. El hecho de haber
observado menos bacterias adheridas, puede explicarse a que debido al tiempo de
incubacién, las bacterias que se adhirieron fueron internalizadas y posiblemente
degradadas. También es posible que no existiera afinidad de la bacteria por el macréfago,
porque las bacterias se adhieren a la superficie epitelial via receptores especificos y los
factores bacterianos involucrados en las interacciones bacteria-célula son diversos. La
expresion o represion de los diferentes mecanismos de adherencia bacteriana, estan
regulados aparentemente, por las condiciones microambientales y por la superficie celular
dentro del mismo hospedero. En su forma mas simple, la adherencia microbiana requiere
la participacion de una adhesina y su receptor, las interacciones que se establecen entre
estos componentes son el resultado de enlaces complementarios especificos que
permiten a la bacteria adherirse y evitar algunos mecanismos de defensa del hospedero.®?
Los receptores mejor conocidos son las cadenas oligosacaridicas de glicoproteinas
y glicolipidos de la superficie celular. Los mas importantes son las glicoproteinas, que
ademas de localizarse en la superficie de la membrana, se secretan dentro del moco que
cubre el epitelio mucosal de los tractos digestivo y respiratorio. Es muy posible que estos
receptores estén en muy baja cantidad en los macréfagos y de ahi la baja actividad
adherente de las bacterias observada en el presente estudio, porque los sistemas de
reconocimiento de particulas o microorganismos a fagocitar, en la mayoria de los casos,

esta mediado por mecanismos inmunes.®
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En términos generales se observé una buena capacidad de adherencia de M.
haemolytica a las células del epitelio traqueal, aparentemente mejor a la observada en
macréfagos alveolares, esto puede ser debido a la afinidad que tiene esta bacteria por
este tipo de células que pertenecen a un habitat natural similar al que se adapta
facilmente M. haemolytica. Un ejemplo de la afinidad alta que tiene el género Pasteurella
por células epiteliales, se detalla en el trabajo realizado por Gonzalez et al.** Estos
autores describieron los darios ocasionados por P. multocida en el epitelio mucociliar de
cerdos inoculados experimentalmente. Con ayuda del microscopio electronico de barrido,
observaron una destruccion casi total del epitelio mucociliar, ademas de un numero
importante de bacterias adheridas a este epitelio; los dafios fueron mas severos en
aquellos cerdos donde Mycoplasma hyopneumoniae actuaba de manera sinérgica.

Algunas bacterias Gram (-) son capaces de variar la composicion de su
lipopolisacarido (LPS), con el objeto de evadir las respuestas del huésped y hacerse
patégenas, ademas de poder constituir un paso importante para la transformacién de
comensal a patogeno. Estas variaciones en el LPS han sido demostradas para
Mannheimia haemolytica. Mediante un analisis electroforético y de inmunotransferencia se
analizaron 58 aislamientos de M. haemolytica obtenidos de la nasofaringe de ovinos
clinicamente sanos. Se determinaron cuatro perfiles diferentes en el LPS. Uno de los
serotipos mas frecuentes en este estudio fue el A2 (53%) destacando la alta variacién en
su LPS debido a que mostré tres de los cuatro perfiles descritos. El perfil mas frecuente
mostrd un patrén de tres bandas.®® Aunque el LPS no es el compuesto mas importante
que se asocia a la adherencia bacteriana, la variacién en su estructura, si podria participar
en la capacidad diferente de adhesion de la bacteria, o bien, en la mayor capacidad de
algunas cepas para reproducir el cuadro neumoénico observada en el presente trabajo.

Es evidente que existe una gran variedad de factores que sustentan la variabilidad
de los microorganismos en sus caracteristicas fenotipicas, aun intraespecies. En nuestro
trabajo estas diferencias fueron muy evidentes en las caracteristicas evaluadas; quiza una
de las mas importantes o0 en la que se ven reflejadas la mayoria de ellas, fue la
patogenicidad distinta observada en las cepas. Un factor de variabilidad lo constituye la
expresiéon de determinados antigenos dependiente de las condiciones que se dan en un
proceso neumonico. Las condiciones de crecimiento in vivo, son un factor determinante
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en esta expresion, la cantidad de antigenos reconocidos puede variar en animales con
grado diferente de resistencia a un proceso neuménico, como lo demuestraron Mosier, et
al.®® y Confer y Durham.®” En estos trabajos se determinaron, por reconocimiento inmune,
cuatro antigenos inmunodominantes en diferentes grupos de animales, destacando un
antigeno de 100 y otro de 16 kDa que fueron reconocidos por animales resistentes al
proceso neumonico. El antigeno de 100 kDa podria corresponder a la leucotoxina de M.
haemolytica, aunque existe controversia y podria ser un nuevo antigeno de la bacteria,
potencialmente importante. &

Esta variacién antigénica también fue observada por Brodgen y Clarke,®® quienes
demostraron variaciones en la superficie de M. haemolytica (glicocalix) inducidos por
factores medio-ambientales. En camaras subcutaneas colocadas en bovinos fueron
inoculadas bacterias vivas, las cuales aumentaron hasta 0.5 uM el grosor de su glicocalix.
En este mismo trabajo, también se analiz6 el perfil de aglutinaciéon con 17 lectinas
diferentes, mostrando analogia en 10 de las 17 lectinas, lo que permite demostrar
cambios importantes en la superficie bacteriana inducidos por las condiciones
microambientales in vivo.

Las diferencias observadas en el ADN de M. haemolytica de diferente origen en el
perfil de corte con endonucleasas de restriccion y que podrian estar asociadas a la mayor
patogenicidad de las cepas de origen neuménico observada en nuestro trabajo, pueden
sustentarse en el hecho de que es posible encontrar cepas mutantes deficientes en la
produccién de leucotoxina que pierden de manera considerable su capacidad
patogénica.” Odendaal y Plessies,”’ demostraron diferencias entre dos cepas en la
capacidad de produccion de leucotoxina. Encontraron ademas, que dos cepas de M.
haemolytica tenian dos picos maximos diferentes de produccion de leucotoxina. Estos
ensayos fueron realizados tomando cada hora, alicuotas de sobrenadantes de cultivo en
medio RPMI-1640 con diferentes aditivos, albumina sérica bovina y suero fetal bovino. No
se observaron diferencias de produccién entre aditivos, pero si entre cepas. En el
presente estudio, las cepas que se utilizaron para los ensayos de desafio, eran aquellas
que habian demostrado su mayor capacidad de adhesion, de produccion de leucotoxina y
de produccion de proteasas de secreciéon; aunque es dificil demostrar cual propiedad
patogénica es la mas importante, éstas pueden estar relacionadas directamente con la
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variacion genetica de las cepas evaluadas. En otro estudio, también se demuestra la
variacion fenotipica asociada a la genotipica, se menciona que aunque la mayoria de los
cuadros neumoénicos en bovinos y ovinos son muy similares; existen varias
subpoblaciones de M. haemolytica genéticamente distintas, que se adaptan a ovinos o
bovinos.”? Estas variaciones fueron determinadas por el analisis de la variacién alélica de
locus codificantes de 18 enzimas (multi-locus). Los aislamientos obtenidos de bovinos y
ovinos formaron 2 grupos, 22 tipos electroforéticos y tres lineas importantes. La primera
linea estuvo representada por el serotipo A2 obtenido de ovinos; la segunda linea por el
serotipo A2 aislado de bovinos, junto con los serotipos A7 y A13; la tercera, por los
serotipos restantes. También es importante sefialar que este estudio demuestra la
relacién evolutiva que han sufrido estos aislamientos de M. haemolytica, sugiriendo que el
hospedador ancestral es el ovino y que a partir de aqui, se ha derivado una variedad
amplia de clonas que se han adaptado a otras especies como el bovino. La especificidad
de hospedero, bovino u ovino y la virulencia, al parecer estan determinadas por el perfil de
proteinas de membrana externa. Incluso esta variacién genética ha dado lugar en algunos
casos a procesos de reclasificacion de esta bacteria, por ejemplo, el serotipo A 11 de
Pasteurella haemolytica ahora es reconocido como M. glucosida. Esta ultima comprende
actualmente a un grupo de bacterias heterogeneas de patogenicidad baja consideradas
agentes oportunistas en ovinos.’

Las diferencias que se pueden encontrar en el ADN de una bacteria pueden ser
inducidas de manera natural o por intervencién del hombre en el caso de la construccion
de mutantes. Como ejemplo se tiene la evolucion molecular que ha sufrido el operdn
ItCABD que codifica la leucotoxina de M. haemolytica. Davies et al.,” estudiaron esta
evolucién y demostraron que el operén tiene una estructura de mosaico compleja que ha
resultado de eventos de recombinacidn de ADN inter e intraespecie. De todos los
segmentos, el lktD es el mas conservado, en tanto el IktA, IktB y IktC contienen una gran
variedad de segmentos de recombinacion provenientes del serotipo A2 de M. haemolytica.
Estas recombinaciones en el operén de la leucotoxina pueden darle a la bacteria
caracteristicas que le ayuden a evadir la respuesta inmune del animal por simples
variaciones antigénicas. Es posible que las bandas adicionales observadas en este

trabajo, al digerir el ADN con las enzimas de restriccion, tengan que ver con los cambios

53



evolutivos que ha sufrido la bacteria, o ser simplemente cambios temporales relacionados
con las condiciones microambientales de los sitios anatémicos de donde fueron
recuperadas.

Otro ejemplo de manipulacion del ADN de M. haemolytica y que tiene que ver con
la capacidad de produccion de leucotoxina, fue el trabajo realizado por Fedorova y
Highlander,”* quienes realizaron inserciones dirigidas de genes no polares y fusiones de
operones para crear una cepa que produce y secreta una leucotoxina que no es tdxica ni
hemolitica. En este proceso se realizé una copia del gen |ktC el cual fue inactivado por
insercion de un cassette no polar y posteriormente colocado en un vector para ser
introducido a M. haemolytica.

Este tipo de manipulaciones permite deducir la existencia de cambios que ocurren
de manera natural en las bacterias, que les provocan cambios en sus caracteristicas
fenotipicas, y en donde por supuesto la capacidad patogénica diferente es una de las mas
importantes.

En el presente trabajo, se observaron diferencias genotipicas, que aunque no se
determina si inducen cambios fenotipicos especificos, si se encuentran asociados con
capacidad patogénica diferente. Otros autores,” han encontrado variaciones fenotipicas
entre aislamientos de M. haemolytica, aunque tampoco las han relacionado con
variaciones en el genoma de la bacteria. Sin embargo, estas variantes indujeron procesos
patolégicos distintos. Esos aislamientos se obtuvieron a partir de cuadros neumoénicos, de
mastitis, otitis media e incluso de encefalitis. Las principales diferencias fenotipicas
detectadas en estos aislamientos estaban relacionadas con la produccion de &cido a
partir de diferentes azucares, e incluso con la produccion de indol, que es una de las
caracteristicas principales asociadas a M. haemolytica.

En relacion al perfil de corte con endonucleasas de restriccion, éste se ha utilizado
para determinar diferencias entre cepas con fines epidemiolégicos.”® De Rosa et. al.”’
realizaron un estudio comparativo entre aislamientos de Pasteurella spp obtenidos de
cavidad nasal y de traquea en bovinos que presentaron enfermedad respiratoria. El
analisis lo realizaron comparando cada par de aislamientos obtenidos de un mismo
animal. La comparacién se realiz6 mediante el perfil de corte con endonucleasas de
restriccion y posterior ribotipificacion. Estos autores observaron una similitud
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bacteriolégica del 96% de los pares aislados. Sin embargo, a la ribotipificacién
encontraron el 70% de similitud. Se observaron seis ribotipos diferentes, de los cuales 2
fueron predominantes. Paralelamente, determinaron resistencia a antibiéticos
encontrando una susceptibilidad similar para cetiofur, eritromicina, tilmicosin, trimetropin-
sulfametoxazol y florfenicol; asi como variaciones menores para ampicilina y
estreptomicina. Estos resultados demuestran diferencias genéticas importantes entre
aislamientos relacionadas con el sitio de origen y estan parcialmente de acuerdo con los
resultados obtenidos en este trabajo. Sin embargo, estas diferencias genéticas
observadas en ambos estudios, no se han relacionado de manera directa con mayor o
menor capacidad de virulencia. También es posible que en un analisis de ribotipificacion,
la variabilidad de nuestras cepas hubiese sido mayor, debido a que el origen era distinto
en cuanto a sitio anatémico y a las condiciones de los animales de donde se obtuvieron
las muestras.

Desde 1993, ya se habian empezado a demostrar diferencias entre aislamientos de

1.”® describieron diferencias importantes entre aislamientos de

M. haemolytica. Scanlan et a
M. haemolytica del serotipo A2, obtenidos de la cavidad nasal de cabras. Estos autores
determinaron la susceptibilidad a 12 antibiéticos y el perfil enzimatico de cada aislamiento
contra 19 sustratos distintos. Los resultados mas importantes revelaron siete diferentes
perfiles enzimaticos y ocho perfiles diferentes de susceptibilidad antimicrobiana. Los datos
de esa investigacion demuestran la caracteristica heteréloga de los aislamientos de M.
haemolytica obtenida de cavidad nasal. Aunque la susceptibilidad antimicrobiana, en la
mayoria de los casos, esta regida por la transmision de material genético
extracromosémico proveniente de otras bacterias,"’ las caracteristicas enzimaticas de
cada aislamiento podrian estar asociadas a cambios en el material genético, inducidos por
las condiciones microambientales externas de la bacteria. Estos resultados, también estan
de acuerdo de forma parcial con los obtenidos en el presente trabajo, donde se determina
claramente la diferencia que existe entre aislamientos de origen distinto en otras
caracteristicas, pero también son observables diferencias, aunque menos intensas, entre
aislamientos del mismo origen.

El efecto sinérgico de la combinacidn virus-bacteria en la produccion de neumonia

ha sido estudiado por arios. En uno de los mas recientes trabajos realizado con bovinos,
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se demuestra este efecto entre el Herpesvirus bovino-1 y M. haemolytica. Las lesiones
mas severas observadas suceden cuando existe la combinacion de estos dos agentes,
comparadas a aquellas donde se utilizan de manera separada. En este estudio realizado
por Narita e. al.”® se realizaron analisis de histopatologia e inmunohistoquimica. Destaca
la presencia de antigenos de M. haemolytica alrededor de los focos de necrosis y dentro
de los macréfagos alveolares, sin embargo no se describe qué tipo de antigenos se estan
detectando, debido a que utilizan como primer anticuerpo un antisuero desarrollado en
conejos, sin mencionar el tipo de material inoculado. El antigeno detectado por estos
autores, puede ser la bacteria completa fagocitada o bien asociada a los procesos
necroticos. En el presente trabajo, en cambio, el antigeno se detectd en el tejido linfoide
asociado a bronquios y su localizacion es intracelular, lo que refuerza la idea de que el
antigeno evaluado era efectivamente la leucotoxina de M. haemolytica.

En el trabajo de Narita et al” las lesiones patolégicas, aunque diferian entre
grupos, fueron muy similares en lo general a las causadas por la bacteria sola o en
asociacion con agentes virales; destacan la bronquitis y bronquiolitis necrosante, pleuritis
fibrinosa, distension de septos interlobulillares por trombosis de vasos linfaticos, necrosis
coagulativa, cuerpos de inclusion de localizaciéon intranuclear y exudacion de células
polimorfonucleares en espacios aéreos. Lesiones muy similares fueron observadas en
nuestro trabajo, con excepcion de los cuerpos de inclusidbn que en este caso no se
observaron, aunque ocurren en las infecciones del Pl; con localizacion intracitoplasmatica.

En relaciéon a la produccion de proteasas de secrecidon, a éstas no se les ha
prestado mucha atencién, se ha descrito la presencia de una proteasa similar a la descrita
por nosotros en sobrenadantes de cultivo de M. haemolytica que tiene efecto sobre
inmunoglobulina G+.*® Sin embargo, su importancia en la patogenia de la neumonia no ha
sido determinada. Asi mismo, en la informacién consultada a la fecha, no se ha publicado
mas informacién al respecto. Por otro lado, se han descrito otras proteasas: una
metaloproteasa conocida como sialoglicoproteasa y una neuraminidasa, las cuales
posiblemente juegan un papel importante en la adherencia bacteriana.®® Sin embargo, las
proteasas encontradas en este trabajo podrian tener funciones diferentes, a pesar de ser
también metaloproteasas por su dependencia de calcio. En bacterias genéticamente
relacionadas, como Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1, se han descrito
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proteasas de secrecion con caracteristicas similares a las observadas para M.
haemolytica. Son proteasas de alto peso molecular (arriba de 200 kDa) y degradan
gelatina porcina, hemoglobina e inmunoglobulina A.*' Esta ultima caracteristica, le
permitiria al agente evadir uno de los principales mecanismos de defensa a nivel de
mucosas. A pesar de que a las proteasas de M. haemolytica no se les ha determinado
esta Ultima caracteristica, su presencia se encontrd asociada a bacterias con aparente
mayor patogenicidad. Un porcentaje alto de aislamientos de origen neuménico
presentaron esta produccion de proteasas. El hecho de que algunos aislamientos no
presentaron esta caracteristica, pudo deberse a que en un proceso activo, pueden
encontrarse de manera combinada bacterias de patogenicidad alta y baja, con o sin esta
capacidad de produccion.

El presente trabajo destaca la importancia de la leucotoxina de M. haemolytica y su
participacion en la patogénesis de la enfermedad, en principio, por la capacidad de
producciéon diferente entre aislamientos, sobre todo en aquellos asociados a cuadros
neumonicos. También por su presencia en los tejidos de animales inoculados de manera
experimental, donde se observd su localizacion intracelular y en cantidades altas en el
tejido linfoide asociado a bronquios. Fue evidente su produccién alta en la fase de
crecimiento logaritmico como ha sido descrito por varios autores.®'%"!

Se realizd un primer ensayo para determinar la capacidad de produccion de
leucotoxina por parte de los diferentes aislamientos utilizando un ensayo visual simple.
Por ser visual, este método es de baja sensibilidad, pero permitié observar diferencias en
dicha capacidad.

La leucotoxina de M. haemolytica es uno de los antigenos mas estudiados de esta
bacteria y el que mas ha sido asociado a la patogénesis de la enfermedad. De los
descubrimientos mas recientes, destaca la presencia de un antigeno en la superficie de
los leucocitos de rumiantes, conocido como integrina 8(2) CD11a/CD18 (LEA-1), que al
unirse con la leucotoxina de M. haemolytica induce la activacion del leucocito y la
subsecuente citdlisis. Las infecciones virales primarias pueden inducir la expresién mayor
de este antigeno, siendo un mecanismo que soporta la interaccion virus-bacteria que
conlleva a la mayor severidad de las neumonias.®*® Se ha reconocido que el marcador
de superficie CD18 perteneciente a la integrina 8(2) CD11a/CD18 (LEA-1), es necesario y

57



suficiente para mediar la citélisis ocasionada por la leucotoxina de M. haemolytica.®
Asimismo, las citocinas inflamatorias que se observan en infecciones virales y
bacterianas, pueden inducir también la expresiéon de este antigeno, provocando la
formacion de estructuras similares a poros en la membrana, lo cual induce la lisis de
leucocitos. En esta lisis pueden involucrarse mecanismos de apoptosis y necrosis. Las
citocinas que han mostrado tener este efecto son la IL-18, el Factor de necrosis tumoral
alfa y el interferén gama. %

Aparte de los mecanismos de apoptosis, la leucotoxina también provoca muerte
celular por oncosis. El mecanismo de oncosis, a diferencia de la apoptosis, induce pocos
cambios nucleares, liberacién de contenido citoplasmico que se acumula alrededor del
tejido e inflamacion.®®

La especificidad de la leucotoxina también ha sido determinada; en un estudio
reciente se observd ademas de una union especifica de la leucotoxina con leucocitos de
rumiantes, la interaccion con leucocitos de cerdo. Sin embargo, esta unién no provocod
dario ni lisis celular a pesar del ingreso de calcio al interior de la célula. En leucocitos de
equino y perro no existio esta interaccion.”

Se han mencionado propiedades patogénicas distintas en los diferentes
aislamientos obtenidos en nuestro trabajo, sin embargo, hay que considerar los factores
asociados al animal que permitan la inducciéon del dafio por parte de la bacteria a los
tejidos. Por ejemplo, la presencia o ausencia de receptores especificos para la leucotoxina
de M. haemolytica, mencionados anteriormente; la participacion de selectinas que se
expresan en neutréfilos, que juegan un papel determinante en la susceptibilidad de estas
células a la leucotoxina de M. haemolytica, ya que después de la activacion de los
neutréfilos, las L-selectinas son destruidas en la membrana del neutréfilo por enzimas
proteoliticas, permitiendo la expresién de las B-integrinas (¢c/CD18 [LFA-1]), responsables
de la especificidad de la leucotoxina a estas células.® La inhibicion de estas selectinas
disminuye la infiltracion de neutréfilos durante las fases agudas de la neumonia causada
por M. haemolytica.®® Este fenémeno disminuiria la severidad del dafio pulmonar, porque
como es bien conocido, el dafio tisular se produce por factores bacterianos y factores
propios del animal; la respuesta inflamatoria provocada por neutrdfilos es el principal
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factor, al liberar una gran cantidad de mediadores que inducen el dafio. Entre estos
mediadores destacan la IL-1B y la IL-8 que son producidos por los neutréfilos.®

La velocidad de crecimiento relacionada con virulencia es un factor al que se le
presta poca atenciéon. En este trabajo fue evidente la diferente velocidad de crecimiento
de los aislamientos (datos no mostrados) en condiciones similares de crecimiento. La
mayor velocidad de crecimiento fue para los aislamientos de origen neuménico. Esta
observacién se realizd cuando se hizo la evaluacion de la capacidad de produccién de
leucotoxina donde las condiciones eran bien controladas y estandarizadas.

En el presente trabajo son claras, aunque no absolutas, las diferencias entre
aislamientos de acuerdo a su origen; en su capacidad de produccién de leucotoxina,
proteasas de secrecion y el patron de corte con endonucleasas de restriccién, entre otras.
Aunque no fue posible determinar qué propiedad patogénica era la mas importante y la
responsable de inducir el mayor dafio, se puede presumir que una o mas propiedades
patogénicas de la bacteria, son las responsables de provocar transtornos severos en el
pulmén del animal enfermo. También es posible que las cepas aisladas de cavidad nasal
tengan una patogenicidad similar a las de origen neumonico y que de alguna manera el
sistema inmune las mantenga controladas, esto basado en el hecho de que algunas
cepas de origen microbiota tuvieron un comportamiento similar a las de origen neumonico.

Este fendmeno de interaccion entre propiedades patogénicas, ha sido estudiado.
Lafleur et. al,*® demostraron el efecto sinérgico que existe entre el lipopolisacarido y la
leucotoxina de M. haemolytica sobre macrofagos alveolares de bovinos. En ese estudio se
caracterizé el efecto de la exposicion simultanea de LPS y leucotoxina sobre la citdlisis y
la produccion de citocinas proinflamatorias del macréfago alveolar. Para determinar
citélisis se utilizdé la liberacion de lactato deshidrogenasa como método indirecto. Se
encontrd que dosis de 80 a 200 pg/ml de LPS no induce citélisis por si mismas, aunque
incrementaron de manera sinérgica la destruccion de macréfagos de 2 a 5 unidades/ml de
leucotoxina. Asi mismo, por inmunotransferencia se demostré el efecto sinérgico de estos
dos compuestos al observarse un incremento en la produccion del mRNA-IL8 y los
patrones cinéticos de a-FNT e mRNA-IL8 comparados con la produccién de éstos por el

efecto separado de LPS y leucotoxina.
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Por ultimo, investigaciones futuras deberian estar encaminadas a determinar la
participacion exacta de estos factores en la patogénesis de la enfermedad y evaluar su
utilizacion como inmundgenos presentes en los biolégicos para la prevencion de la
neumonia ocasionada por Mannheimia haemolytica.
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VI. CONCLUSIONES.

- Se confirmd que el serotipo mas frecuente de Mannheimia haemolytica en ovinos de
México es el serotipo A2, como habitante normal de la cavidad nasal y como agente
principal asociado a neumonias en corderos.

- Pasteurella multocida se aisla con menor frecuencia en ambos casos también.

- Las propiedades patogénicas de los aislamientos de Mannheimia haemolytica obtenidos
a partir de pulmones neumonicos son mayores, comparadas con aquéllas obtenidas de la
cavidad nasal de los corderos. Esto demostrado por la mayor capacidad de produccién de
leucotoxina in vitro, sus mejores propiedades adherentes a células del epitelio traqueal, a
su mayor capacidad de produccion de proteasas de secrecién y a la capacidad de
reproducir el cuadro neumaénico en un modelo de desafio en corderos.

- Fue posible determinar diferencias en el perfil de corte con endonucleasas de restriccion,
entre aislamientos de origen neuménico y de cavidad nasal. Esto podria indicar
diferencias genotipicas que pudiesen estar relacionadas con caracteristicas fenotipicas de
las bacterias y probablemente asociadas con patogenicidad.

- Se confirmé la participacion de la leucotoxina en el proceso neumonico, al ser detectada
por métodos inmunohistoquimicos en el pulmén con lesiones de neumonia en corderos
inoculados de manera experimental. Esta leucotoxina se observé de manera frecuente

asociada a células.
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Anexo 1. Lista de aislamientos obtenidos de pulmones neuménicos y de cavidad

nasal en corderos para la evaluacion de sus propiedades patogénicas.
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