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LOCALIZACION ANATOMICA EN TEJIDO PULMONAR DE OVINO DE UNA
HEMAGLUTININA DE Mannheimia haemolytica A1, ESPECIFICA A RESIDUOS
DE ACIDO SIALICO.

RESUMEN

Para lograr un completo entendimiento de los mecanismos que inducen dafo al
tejido pulmonar en las infecciones por M. haemolytica, es necesario estudiar las
interacciones dinamicas que se establecen entre la bacteria con la célula
hospedera o con componentes aislados de ella; en particular con aquellos que le
facilitan la adherencia y que son responsables de los eventos tempranos en la
patogénesis de la enfermedad, pues existen evidencias de que ademas de
reconocer o interactuar con su receptor, las adhesinas desencadenan efectos
biologicos, determinando el desarrollo de la interaccién bacteria-célula. Estudios
previos muestran la participacién de una hemaglutinina especifica a residuos de
N-Ac-glucosamina (GlcNAc) y acido sialico (acido N-acetil neuraminico, NANA) en
el mecanismo de adhesion de la bacteria. Del mismo modo se ha estimado que el
lipopolisacarido contribuye significativamente tanto al mecanismo referido como en
la patogénesis de la enfermedad de acuerdo a sus propiedades proinflamatorias.
En el caso de la hemaglutinina se desconocen los sitios de interacciéon anatémica
a nivel pulmonar, asi como su contribucién al dafio pulmonar. Por tanto, el objetivo
del presente trabajo fue identificar su distribucién a ese nivel y definir el dafo
tisular inducido por el componente purificado. Para ello se inocularon
intratraquealmente tres corderos de dos meses de edad negativos al aislamiento
de la bacteria y a micoplasmas con 3 ml de una suspension de 10 ug/ ml de la
proteina purificada. Como control positivo de dafo tisular y con propdsito de
comparacion se inocularon por la misma via corderos con 3 ml de lipopolisacarido
(LPS) purificado a una concentracion de 10 pg/ ml; como control negativo se
inocularon tres corderos con 3 ml de PBS. Los animales se sacrificaron
humanitariamente a las 5 h después y a la necropsia se tomaron muestras de
pulmén que se fijaron en formalina al 10% e incluyeron posteriormente en parafina
para realizar estudios histopatolégicos y de inmunohistoquimica. Para la prueba se

emplearon anticuerpos policlonales especificos a la proteina y al LPS producidos



en raton; como segundo anticuerpo se empleé un anti IgG de ratéon conjugado con
fluoresceina. Los resultados histopatologicos mostraron que la proteina es capaz
de inducir una respuesta inflamatoria con caracteristicas que corresponden con
una neumonia supurativa moderada difusa, en la que se observé congestion
difusa de capilares e infiltracion de células inflamatorias con predominio de
neutrdfilos. Mientras que, el dafo producido por el LPS se defini6 como neumonia
supurativa con presencia de edema y enfisema pulmonar, en la que fue evidente
la congestion de capilares, areas enfisematosas subpleurales e infiltracion mixta
de células inflamatorias con predominio de neutréfilos. Por otro lado, el analisis de
inmunohistoguimica reveld que la proteina se localiza principalmente a nivel de
pared alveolar, superficie endotelial, células epiteliales y macrofagos alveolares.
En tanto que, el LPS se distribuyé a nivel alveolar, en el lumen del alveolo,
endotelio, neutréfilos y macrofagos alveolares. Con el fin de comparar la
distribucion de la hemaglutinina en corderos infectados con la bacteria con la que
se observo por el dep6sito intratraqueal; se infectaron experimentalmente corderos
con 2 ml de 1x10° UFC de la bacteria en fase de crecimiento logaritmico; los
corderos se sacrificaron ocho dias después para obtener muestras de las lesiones
neumonicas y llevar a cabo los estudios de inmunohistoquimica e histopatologico.
La distribucion anatémica de la hemaglutinina en estos animales fue similar a la
que se registrd6 al emplearta como componente purificado, observandose
principalmente en la pared bronquioalveolar. De acuerdo a los resultados la
proteina posee fuerte capacidad proinflamatoria; considerando su funcién de
adhesina y distribucion en el endotelio alveolar es evidente su participacion en las

etapas tempranas de la enfermedad.



ANTECEDENTES

Estudios a nivel mundial ponen de manifiesto el efecto negativo que tienen las
enfermedades respiratorias en la producciéon pecuaria; pues tan solo en los
Estados Unidos de América, las pérdidas se calculan superiores a los 800 millones
de dolares anuales. ""? En México, no existen datos al respecto pero las pérdidas
pueden ser igualmente importantes, y se deben basicamente a los elevados
indices de morbilidad y mortalidad que se presentan en las poblaciones
susceptibles, tratamientos contra las enfermedades y retrasos en el crecimiento de
los animales aquejados de manera crénica.® Investigaciones realizadas con el
propédsito de conocer la incidencia y prevalencia de las neumonias en rumiantes
muestran que éstas son mas altas en la etapa de lactancia. En relacion a ello, se
tienen registros de incidencias de mas del 25 % en becerros; mientras que, en
corderos la muerte relacionada con neumonias es de alrededor del 30%. * °© Las
enfermedades respiratorias de los rumiantes se analizan mejor al considerarlas
como un sindrome o complejo neuménico, en el cual se encuentran involucrados
diferentes factores para su presentacion: infecciones previas por virus o
micoplasmas, cambios climaticos, situaciones de estrés e infecciones secundarias
por bacterias; estas Ultimas responsables de producir las lesiones graves en tejido
pulmonar.®’

Mannheimia haemolytica es una de las bacterias que se aisla con mayor
frecuencia de los procesos neuménicos y la enfermedad que produce se
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caracteriza por ser una pleurobronconeumonia fibrinosa aguda.® Los

microorganismos de M. haemolytica pertenecen a la familia Pasteurelleceae y se



caracterizan por ser cocobacilos pleomérficos, Gram negativos que muestran
co|c;racic')n bipolar, son anaerobios facultativos, inmoviles, né) esporulados vy
capsulados; debido a sus diferencias en la composicion y estructura de sus
polisacaridos capsulares se reconocen actualmente doce diferentes serotipos (A1,
A2, A5-AS, A12-14, A16 y A17).8' % Los serotipos A1 y A2 son los que mas
frecuentemente se recuperan de los procesos neumonicos y tienen una
distribucion mundial. Sin embargo, el serotipo A1 ha sido sujeto de un mayor
andlisis y varios de sus factores de virulencia se han identificado y caracterizado
por técnicas moleculares que implican la clonacion de genes y analisis de

A% 1% 1 | os factores hasta ahora identificados son tanto

secuenciacion de DN
estructurales como de secrecion, en el grupo de los estructurales se menciona al
lipopolisacarido (LPS), polisacaridos capsulares, proteinas de membrana externa
reguladas por hierro y lipoproteinas; mientras que en los de secrecién se
encuentran enzimas tanto con actividad proteolitica como de remocion de residuos
de carbohidratos, asi como una toxina con actividad litica a las diferentes
poblaciones de leucocitos de rumiante. * ' '3 ' La lisis y degranulacién de los
neutréfilos y macréfagos por la toxina permite la liberacion de enzimas vy
mediadores quimicos de la inflamacién que contribuyen con el dafio tisular.'® '

El lipopolisacarido como el de otras bacterias Gram negativas posee elevada
capacidad para inducir una respuesta inflamatoria aguda, debido a que estimula la
expresién y liberacién de citocinas y mediadores proinflamatorios, como: el factor

de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6),

interleucina-8 (IL-8), leucotrienos y 4&cido araquidénico.' ' Las citocinas



mencionadas aumentan la expresion de moléculas de adhesién en neutréfilos y
células endoteliales, favoreciendo el reclutamiénto de los granulocitos. La
presencia excesiva de estas células dana el endotelio vascular por la liberacion de
enzimas lisosomales y radicales de oxigeno durante los procesos de adhesion y
activacion. ™ % Es asi que la leucotoxina al igual que el LPS juegan un papel
central en la patogénesis de la enfermedad. 2. 22 gjn embargo, para lograr un
completo entendimiento de los mecanismos que inducen dano al tejido pulmonar
en las infecciones por M. haemolytica, es necesario estudiar las interacciones
dinamicas que se establecen entre el macrofago alveolar, polimorfonucleares y
células endoteliales con la bacteria, o con componentes aislados de ella; en
particular con aquellos que le facilitan la adherencia y que son responsables de los
eventos tempranos en la patogénesis de la enfermedad, pues existen evidencias
de que ademas de reconocer o interactuar con su receptor, las adhesinas
desencadenan efectos biolégicos a través de la actuacion de segundos
mensajeros, determinando asi el desarrollo de la interaccion bacteria-célula,
ademas de afectar los sistemas de defensa del hospedero.'? 2 24 2 26 Egtydios
encaminados a discernir y determinar cuales son las estructuras que facilitan y
promueven la unién de M. haemolytica a las células epiteliales han sugendo la
participacién del glucocalix capsular y/o fimbrias en el mecanismo. ¥ % Estas
estructuras se demostraron en el serotipo A1 por estudios de microscopia
electrénica tanto en condiciones in vitro como en el fluido broncoalveolar de
animales experimentalmente infectados, 2° sin embargo, varios laboratorios han
tenido dificultades para observar la presencia de fimbrias en aislamientos

recientes, por lo que en ausencia de estructuras fimbriales bien definidas, se cree
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que otros componentes de superficie deben fungir como adhesinas, promoviendo
Ia.unic'm de la bacteria.>* 3! |

Asi, basados en la propiedad que presentan muchas adhesinas bacterianas de
aglutinar eritrocitos de manera especifica, permitiendo con ello su aislamiento y el

estudio de su especificidad de union, Jaramillo y col

. consiguieron aislar una
proteina de 70 kDa del serotipo A1 de la bacteria, la cual posee actividad
aglutinante para eritrocitos de conejo especifica a residuos de N-Ac-glucosamina
(GIcNAc) y acido sidlico (acido N-acetil neuraminico, NANA) y sugieren por
estudios de adherencia a células epiteliales de traquea, arteria y tejido pulmonar
que la proteina tiene un papel importante en el mecanismo de unién de la bacteria
a ese tipo de células. ** ** Con el proposito de identificar los sitios de interaccion
anatémica a nivel pulmonar de la hemaglutinina y de conocer su distribucién en el
tejido se realizaron estudios de inmunohistoquimica empleando anticuerpos
especificos a esta proteina, en animales experimentalmente infectados y en
animales inoculados intratraquealmente con el componente purificado; ello
permitié obtener informacioén relacionada primeramente con el tipo de células con
las cuales interactua, asi como comprobar su participacion en la adhesion de la

bacteria.



HIPOTESIS

La hemaglutinina de Mannheimia haemolytica A1 se adhiere a células
inflamatorias, al endotelio vascular y es una de las moléculas responsables de los

eventos tempranos en la patogénesis de la enfermedad.

OBJETIVO GENERAL

Localizar el sitio o sitios anatémicos de interaccién de la hemaglutinina de 70 kDa
de Mannheimia haemolytica A1 especifica a residuos de acido sialico en pulmones
de corderos inoculados intratraquealmente con dicho componente y determinar su

contribucion en el dafio tisular inducido como componente aislado.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Producir anticuerpos especificos contra la hemagilutinina y lipopolisacarido en

un modelo animal.

2.- Realizar estudios histopatolégicos para determinar el dafio pulmonar

producido por el depdsito intratraqueal de la hemaglutinina en corderos.

3.- Evaluar el dano pulmonar inducido por el deposito intratraqueal del

lipopolisacarido en corderos.

4 .- Determinar mediante inmunohistoquimica los sitios anatémicos de interaccién

de la hemaglutinina purificada a nivel pulmonar.

5.- Determinar mediante inmunohistoquimica los sitios anatémicos de interaccion

del lipopolisacarido a nivel pulmonar.

6.- Comparar el dano pulmonar inducido por la hemaglutinina con aquel producido

por el lipopolisacérido.



MATERIAL Y METODOS

Bacteria.

Se emplearon tres aislamientos del serotipo A1 de Mannheimia haemolytica,
recuperados de procesos de pleurobronconeumonia en borregos, los cuales se
identificaron como 9a, 12a y 113 para obtener extractos salinos de cada uno de
ellos y determinar su actividad hemaglutinante; seleccionandose, posteriormente
el aislamiento 9a por presentar las caracteristicas deseadas para purificar la
hemaglutinina especifica a residuos de GIcNAc y NANA. E! mismo aislamiento se
empled para extraer el lipopolisacarido utilizado en las diferentes etapas

experimentales.

Obtencion de Extractos Proteinicos Salinos.

Se cultivé la bacteria en placas de agar infusiéon cerebro corazén (ICC) por 18 h a
37°C, al término se cosecho la masa bacteriana en buffer de fosfatos salino (PBS)
0.2 M pH 7.2 y calentd a 41°C durante 1 h en bafo Maria con agitacion moderada
(Bano Maria American Optical); posteriormente se centrifugd a 6000 g por 30 min.
(Centrifuga Eppendorf 5810R), separando el sobrenadante al cual se le adiciond
sulfato de amonio (NH,)SO4 a una concentracién final del 60%, permitiendo la
precipitacion por reposo a 4°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo el
precipitado se recuperd por centrifugacion a 11000 g por 40 min (Centrifuga
Eppendorf 5810R), se resuspendié en PBS vy dializé6 primeramente contra agua
destilada y posteriormente empleando PBS durante 48 h a 4°C. El extracto asi

obtenido representa el extracto proteinico salino (EPS), que fue analizado para
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determinar su contenido proteinico, perfil electroforético y actividad hemaglutinante

a eritrocitos de conejo, células que presentan en su superficie una elevada

concentracion de acido N-acetilneuraminico (acido sialico ).

Determinacién de la Actividad Hemaglutinante de los Extractos Salinos.

Para evaluar la actividad referida se obtuvo sangre de conejos Nueva Zelanda por
puncién cardiaca empleando EDTA como anticoagulante. La sangre se almacendé
por 3 a 7 dias y posteriormente se separaron los eritrocitos por centrifugacion a
2500 g por 10 min, los cuales se lavaron tres veces con PBS y finalmente se
suspendieron al 0.5 %. La actividad hemaglutinante de los extractos se determiné
en placas de microtitulacion con fondo en “U”, efectuando diluciones dobles
seriadas utilizando 25 pl de los extractos en PBS y agregando el mismo volumen
de la suspension de eritrocitos. El titulo hemaglutinante se considera como la
inversa de la ultima dilucion en la cual se observa aglutinacién. En tanto que, la
actividad especifica de los diferentes extractos se determiné al dividir el titulo

hemaglutinante por ml entre el contenido proteinico expresado en mg.

Evaluacion de la Especificidad de los Extractos y de la Hemaglutinina.

La especificidad de la interaccién hemaglutinina-eritrocito se determiné por
ensayos de inhibicion competitiva empleando azucares sencillos, como: D-
glucosamina, D-galactosamina, N-acetil-neuraminico (NANA, o ac. sialico), N-
acetil-glucosamina y N-acetil-galactosamina. Los ensayos de inhibicién se

realizaron en placas de microtitulacion de fondo en “U” colocando 25 ul de cada



uno de los diferentes azucares disueltos en PBS como diluyente a una
concentracion 0.2 M por columna, mientras que, en la primera fila de pozos se:
colocaron 25ul de los extractos a probar partiendo de un titulo hemaglutinante
inicial de 1:64, efectuando diluciones dobles seriadas. Posteriormente las placas
se incubaron a temperatura ambiente por 1 h, después se adicionaron 25 pi de
una suspensién de eritrocitos de conejo al 0.5 % e incubd por 2 h; al término se
registraron los titulos aglutinantes. El efecto de los carbohidratos en la actividad
aglutinante se determiné comparando con un control del extracto en ausencia de

azlcares.

Purificacion de la Hemaglutinina o Adhesina.

La proteina hemaglutinante se purificd por cromatografia de afinidad a partir de
extractos proteinicos salinos con elevada actividad especifica, los cuales se
aplicaron a razén de 1.5 mg por cada separacion a una columna de agarosa unida
a residuos de NAcGlu, equilibrada previamente con buffer de acetatos 0.05 M pH
4.5, a una velocidad de flujo de 15 ml/ h, colectandose fracciones de 2 ml en tubos
de ensaye de 10 ml durante el proceso de separacién y determindndose su
contenido proteinico espectrofotométricamente a 280 nm, cuando la densidad
optica (D. O.) fue menor de 0.01; el material retenido se eluyé adicionando una
solucién 200 mM de GlcNAc disuelta en el mismo buffer. Las fracciones obtenidas
después de la elucién se concentraron por pervaporacion y dializaron contra agua
y PBS para eliminar el exceso de azucar. La proteina purificada fue sujeta a

analisis electroforético en SDS-PAGE y posterior tincion de los geles con AgNO;s,



Obtencion y Purificacion del Lipopolisacarido.

Para la obtencién del lipopolisacarido se emple6 ‘el método de extraccion de
Brogden % para lo cual la bacteria se cultivé en agar infusiéon cerebro corazén
(ICC) a 37°C por 18 h, al término del periodo de incubacion se cosechd vy
suspendié en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). La suspension se sonico
aplicando pulsos de 9 segundos cada uno, con una amplitud del 97%, equivalente
a 20 kHz., empleando un sonicador (Vibra cell sonicador, Sonic&Material Co.,
Danbury, Connecticut, USA). Al extracto sonicado se le adicion6 una solucién de
fenol al 90% y se calenté a 66°C por 20 min con agitacién constante,
posteriormente se enfrié a 4°C recuperando la fase de fenol, la cual se centrifugd a
13,000 g por 15 min a 4°C. El sobrenadante se filtr6 a través de un papel filtro
Whatman No 3, y se le adicionaron tres volimenes de una mezcla de metanol-
acetato de sodio al 1% , incubando por 18 h a 4°C, al precipitado obtenido se le
realizé un lavado con la misma mezcla centrifugando a 6000 g por 15 min a 4°C.
Los pellets obtenidos en los diferentes lavados se resuspendieron en agua y los
sobrenadantes obtenidos se sometieron a una dialisis contra agua por 24 h a 4°C
realizando varios cambios durante el proceso. Para remover las proteinas
residuales, se realizé un tratamiento con proteinasa K (PK); para lo cual el LPS se
resuspendié en buffer de digestién de la PK (Tris 10mM, NaCl 145 mM, SDS
0.2%, pH 7.2) y adicionaron 27.5 U de PK por ml de solucién. La mezcla se incubd
primeramente a 60°C por 1 h, seguido de una segunda incubacién a 37°C por
18 h, al cabo de las cuales el LPS se precipitd adicionando tres volimenes de la

mezcla de metanol-acetato de sodio al 1%. La precipitacién se continué toda la



noche a 4°C, recuperando el precipitado por centrifugacion; terminado el proceso

se almaceno a —70 C hasta su uso.

Analisis Electroforético de los Componentes Bacterianos.

L] -
Para comprobar la pureza de los componentes bacterianos aislados, se realizaron
analisis electroforéticos en presencia de SDS al 0.1% (SDS-PAGE), empleando un
gel concentrador al 5% y un gel separador al 12.5% de acrilamida. Los
corrimientos se efectuaron a 30 mA usando un buffer de corrimiento (Tris-glicina,
SDS 0.1%, pH 8.3). Los geles se tifileron con nitrato de plata segin el método de
Tsai y Frasch, 3 empleando ademas la fijacion con azul de alciano y la oxidacion
por acido periodico para el lipopolisacarido. ¥ Mientras que, los geles para el
analisis de los extractos solubles y la proteina purificada se tineron por tincion de
plata de acuerdo al método de Merril.*®
Produccion de Antisueros Especificos a los Componentes Bacterianos
Purificados.
Para tal proposito se emplearon ratones Balb/ ¢ de tres meses de edad, de los
cuales se formaron tres grupos con tres ratones cada uno. Un grupo se inoculd
con el LPS; otro, con la proteina , y el ultimo permanecié como control, siguiendo
un protocolo de siete inoculaciones intramusculares con intervalos de siete dias y
considerando el empleo del adyuvante incompleto de Freund en proporcion 1:1
con el antigeno, Cuadro 1. Al final de la serie de inoculaciones los animales se
sangraron para evaluar los sueros por ensayos de ELISA, a fin de comprobar su

utilidad.



Cuadro 1. PROTOCOLO DE {NMUNIZACIONES APLICADA EN RATONES BALB/C PARA LA
OBTENCION DE SUEROS ESPECIFICOS A LA HEMAGLUTININA Y AL LPS DE M. haemolytica

Grupo No de inoculaciones Via de inoculacién  Antigeno inoculado Cantidad

1 7 M LPS + AlF* 0.1 ml

2 7 M H +AIF 0.1 ml

3

* Adyuvante incompleto de Freund

Evaluacion de los Antisueros al LPS y a la Hemaglutinina por ELISA.

Se sensibilizaron placas de 96 pozos (Maxisorb-Nunc) con diluciones dobles
seriadas de los antigenos diluidos en buffer de carbonatos (pH 9.6), hemaglutinina
(1:5 hasta 1:80) y LPS (1:25 hasta 1:400) incubando la placa toda la noche a
temperatura ambiente. Finalizado el periodo de incubacion las placas se lavaron
tres veces con PBST (PBS adicionado con Tween al 0.1 %), seguido se
bloquearon los sitios libres de unién con una solucion de PBS-gelatina 3% por una
hora; a continuacién, se lavaron dos veces con PBST y una vez con PBS. Se
adicionaron los sueros respectivos diluidos 1:50 y 1:100 en solucién bloqueadora

en volumenes de 100 pl, dejando incubar a 37°C por 1 h; al término las placas se
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favaron cinco veces con solucion de lavado (PBST). Posteriormente se
adicionaron a cada ur‘10 de los pozos 100 ul del conjugado, anti IgG de raton
conjugado con peroxidasa (SIGMA) diluido 1:10 000 se incubd por 1 h a 37°C. Al
término, se realizaron nuevamente cinco lavados con PBST, y a continuacién se
agregaron 100 ul la solucion de revelado (orto-fenilendiamina en buffer de citratos
pH 4.5 mas 4 ul de H,O, al 3%). La reaccion se detuvo a los 10 min por la adicién
de 50 ul de una solucién de H,SO4 2M; finalmente, las placas se leyeron en un

lector de ELISA a 492nm.

Deposito Intratraqueal de la Hemaglutinina y Lipopolisacarido en Corderos.
Para esta fase se emplearon un total de nueve corderos de dos meses de edad
negativos al aislamiento de Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida o
micoplasmas, los cuales se dividieron en tres grupos de tres corderos cada uno
para llevar a cabo el depésito de los componentes purificados por grupo, dejando
un grupo como control. Los animales estuvieron en observacién una semana
antes de los tratamientos y en ayuno un dia antes de iniciarlos. Ademas se
midieron sus constantes fisioldgicas para determinar cualquier cambio durante la
fase experimental. Los animales tratados con la adhesina recibieron 3 ml de una
suspension de la proteina referida a una concentracion de 10 ug/ ml via
intratraqueal, que se administré lentamente con ayuda de una jeringa de 5 ml y
aguja de 21G x 32 mm luego de localizar y puncionar entre el espacio de un anillo
y otro de la traquea. De igual forma, se administré el LPS en los animales del

grupo correspondiente, los cuales recibieron 3 ml de éste a una concentracion de
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10 ug/ ml. Mientras que, el grupo control se inoculé con 3 ml de PBS. El
tratamiento de los diferentes grupos se realizo el mismo. dia y durante la misma
hora. A continuacion y pasadas las primeras 4 ¥ horas se midieron nuevamente
sus constantes fisiologicas y finalmente media hora después se sacrificaron
humanitariamente. A la necropsia se evalué el dafo pulmonar visible y se tomaron
muestras de las areas afectadas, de las que parte de ellas fueron embebidas en
una solucion crioprotectora (Tissue-tek —~OCT, Miles Inc.) para realizar
posteriormente los cortes en criostato y las otras se fijaron en formalina

amortiguada al 10 % para inclusion posterior en parafina, de donde se realizaron

cortes para estudios histopatolégicos y de inmunohistoquimica.

Infeccion Experimental de Corderos con Mannheimia haemolytica A1.

A fin de determinar si existen diferencias en la distribucion a nivel pulmonar de la
hemaglutinina y lipopolisacarido como componentes aislados con su distribucion al
formar parte de la bacteria se inocularon intratraquealmente 9 borregos de la
misma edad con 2x10° UFC/ ml de la bacteria en fase de crecimiento logaritmico
suspendida en 2 ml de PBS pH 7.2 con 0.1% de gelatina; como control se
inocularon 2 borregos con 2 ml de PBS estéril por la misma via de inoculacion.
Durante el proceso infeccioso se midieron las constantes fisiologicas de los
animales y posteriormente se sacrificaron humanitariamente a los 10 dias de
haberse infectado. A la necroscopia se tomaron muestras de tejido pulmonar de

las areas visiblemente afectadas, las cuales se destinaron y procesaron similar a
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lo descrito en la fase anterior. Ademas se efectuo el analisis bacteriolégico de las

mismas a fin de confirmar el proceso infeccioso por la bacteria.

Examen Histopatologico.
Las muestras de pulmon colectadas de ambas fases experimentales fueron
procesadas y tenidas por la técnica de hematoxilina-eosina para observacion

microscoépica y evaluacion del dao tisular.

Inmunofluorescencia Indirecta en Cortes de Criostato.

Se efectuaron cortes de 5- 6 um de grosor en criostato (Ames Cryostar) de las
muestras de pulmén previamente embebidas en el medio crioprotector y
almacenadas a -70°C hasta el momento de su uso; los cortes se depositaron en
portaobjetos perfectamente limpios y fijaron con etanol frio al 90 %.
Posteriormente se lavaron dos veces con solucion amortiguada de Tris-HCI (TBS)
0.02 M, pH 7.4. Enseguida se adicioné el anticuerpo policlonal especifico
correspondiente al LPS 6 a la hemaglutinina producidos en ratdn previa estimacion
de la dilucién 6ptima de trabajo, que para el suero anti LPS fue de 1: 100 y para el
de la hemaglutinina 1: 100; permitiendo que se cubriera completamente el corte. El
sistema se incubd a 37°C por 1 h en camara himeda para evitar que se secara, a
continuacién se lavo tres veces con TBS y después se adiciond y cubrid
completamente con el sequndo anticuerpo marcado 1: 200 (anti-lgG completa de
ratéon producido en cabra y conjugado con isoticianto de fluoresceina, SIGMA), se

incub6 nuevamente a 37°C por 1 h en camara himeda y por ultimo se lavo tres
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veces. El sistema se monto y aclaré depositando unas gotas de solucion de
glicerina  amortiguada y cubriendo con un portaobjetos; finalmente las
preparaciones se observaron en un microscopio de epifluoresencia (Axioskop 40,

Zeiss ) conectado al software Pinnacle Studio version 8.0

Inmunofluorescencia Indirecta en Cortes Desparafinados.

Se efectuaron cortes de los tejidos embebidos en parafina de 4 u m y depositaron
en portaobjetos tratados con solucidon de poli- L-lisina para permitir su fijacion a la
superficie. Los cortes se desparafinaron sumergiéndolos en una camara de tincién
conteniendo xileno por 30 min, con un segundo cambio por otro periodo igual.
Posteriormente se hidrataron con cambios sucesivos de 10 min cada uno en
alcohol etilico absoluto, alcohol al 90 %, alcohol al 80 % y alcohol al 70%. Los
procedimientos de reconocimiento y marcaje se continuaron tal como se describe

para los cortes de criostato, empleando los mismos reactivos.
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RESULTADOS.

Anélisis Electroforético de los Extractos Salinos.

Los extractos de los diferentes aislamientos mostraron un perfil proteico similar
entre si en geles SDS-PAGE tenidos con plata, presentado 14 -16 bandas
proteicas principales y varias proteinas estimadas como menores comprendidas
entre los 220 y 14 kDa. Las bandas principales tuvieron pesos moleculares
aparentes de 220, 205, 105, 100, 96, 71, 70, 55, 42, 35, 30, 31, 29, 28, 26, 14 y 12
kDa. De este grupo de proteinas la banda de los 70 kDa es una de las que se
observo con mayor intensidad en las diferentes preparaciones y corresponde con

la movilidad electroforética relativa de la hemaglutinina, Figura 1.

ANALISIS ELECTROFORETICO DE EXTRACTOS SALINOS DE
Mannheimia haemolytica A1
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Figura 1, Analisis electroforético en SDS al 11.5 % de extractos salinos de diferentes
aislamientos de M. haemolytica A1. Carriles 1 — 3 aislamientos 113,12a y 9a (10ug);
Carril 4, marcadores de peso molecular. Tincion de plata.

24



Evaluacion de la Actividad Hemaglutinante de los Extractos.

Se evalud la actividad hemaglutinante de los diferentes extractos a eritrocitos de

conejo a fin de seleccionar aquel que presentara la mayor actividad especifica

para realizar el aislamiento de la proteina. De acuerdo a los resultados el extracto

del aislamiento 9a presentdé una actividad tres veces mas alta que los otros

aislamientos estudiados, por lo cual fue seleccionado para llevar a cabo el

proposito perseguido, Cuadro 2. Por otro lado, el analisis de especificidad indica

el reconocimiento de residuos de éacido sialico y de GIcNAc en la interaccion,

evaluado asi por la reduccién en los titulos hemaglutinantes observados al inhibir

competitivamente la actividad con los azucares mencionados.

Cuadro 2. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS
DE Mannheimia haemolytica A1, Y EVALUACION DE SU ESPECIFICIDAD

UNIDADES CONCENTRACION ACTIVIDAD NANA* GlcNAc*
AISLAMIENTO | HEMAGLUTINANTES DE PROTEINA ESPECIFICA (acido
(UHA) (mg/ ml) (UHA/ mg) sialico)
113 2560 0.17 15058 ** 4
9a 5120 0.12 42666 4 2
12a 2560 0.18 14222 4 4

* Los azucares se ensayaron a una concentracion de 200 mM
** Los extractos se probaron a partir de 64 UH
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Purificaciéon de la Hemaglutinina.

La proteina se purificé por cromatografia de afinidad empleando una columna de
agarosa unida a GIcNAc seleccionada de acuerdo a la especificidad de la
proteina; de donde se recuperd después de la adicion del azicar homdlogo, tal
como lo sefialan los registros de contenido proteinico efectuados durante el
proceso. Las diferentes fracciones colectadas después de la adicion de la GlcNAc
se dializaron a fin de eliminar el aziicar empleado en la elucion, posteriormente se
neutraliz6 el pH para evaluar la actividad hemaglutinante, coincidiendo dicha
actividad con los picos mas altos de registro proteinico después de la adicion del

azucar. Figura 2.

AH(x)

GleNAC

D. 0. (280 nm)

)

FRACCION

Figura 2. Elucién de la hemaglutinina de M. haemolytica A1 en columnas de agarosa unida a GIcNAc.
Se aplicaron 0.1 mg de un extracto salino con elevada actividad hemaglutinante (5120 UH/ml).
Fluyendo a una velocidad de 10 ml/ h, el matenal retenido se recobré adicionando GlcNAc 0.2 M en
buffer de acetatos pH 4.5.

26



Anilisis Electroforético de la Hemaglutinina Purificada.

Las diferentes fracciones colectadas después de la adicion de la GIcNAc se

mezclaron, dializaron y concentraron para efectuar su andlisis electroforético en

SDS-PAGE al 11.5 % tefidos con plata, en donde se observé una sola banda

proteica con peso molecular aparente de 70 kDa bajo condiciones no reductoras,

correspondiendo con las caracteristicas reportadas para esta proteina. Figura 3.

ANALISIS ELECTROFOREICO DE LA HEMAGLUTININA DE
Mannheimia haemolytica A1
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Figura 3. Analisis electroforético en SDS_PAGE al 115 % de la
hemaglutinina de Mannheimia haemolytica A1, aislada por cromatografia
de afinidad en columnas de agarosa GlcNAc. Carril 1, proteina purificada.
Carril 2. estandares de peso molecular. Tincion de plata.
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Analisis Electroforético del Lipopolisacarido Purificado.

El lipopolisacéarido extraido de la bacteria fue analizado electroforéticamente en
geles SDS-PAGE tenidos con nitrato de plata para comprobar su grado de pureza
previa fijacidn con azul de alciano y oxidacion de residuos carbohidrato con acido
periodico. El analisis mostréo una sola banda intensamente tefiida comprendida
dentro del rango de los 14-16 kDa. Figura 4

ANALISIS ELECTROFORETICO DEL LIPOPOLISACRIDO DE
Mannheimia haemolytica A1
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Figura 4. Analisis electroforético en SDS-PAGE al 11.5 % del lipopolisacarido de Mannheimia
haemolytica A1. Carril 1 estandares de peso molecular. Carril 2 lipopolisacarido. Tincién de
plata de acuerdo al método de Tsai and Frash, previa fijacidn con azul de alciano y oxidacion
con &cido peryddico.
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Resultados de la Prueba de ELISA para Evaluar los Sueros Policlonales

Especificos a la Hemaglutinina y Lipopolisacarido.

Los sueros de los diferentes grupos de ratones inmunizados con los componentes

purificados se evaluaron mediante ensayos de ELISA empleando el antigeno

correspondiente y un conjugado anti IgG de ratén conjugado con peroxidasa. De

acuerdo a los resultados el pool de los sueros de los diferentes grupos

inmunizados presentaban un nivel significativo de anticuerpos en comparacion con

los sueros de ratones sin inmunizar, por lo que fueron empleados en las fases

requeridas. Cuadro 3

Cuadro 3. EVALUACION DE LOS SUEROS POLICLONALES
ESPECIFICOS A LOS COMPONENTES PURIFICADOS POR
ENSAYOS DE ELISA

Antisueros 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
LPS 1. 615 1.380 1.118 1.010 0.890
Control 0.045 0.030 0.033 0.030 0.030
Hemaglutinina 1.225 1.020 0.880 0.640 0.480
Control 0.046 0.035 0.035 0.033 0.033
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Evaluacion del Dano Tisular Inducido por el Depésito Intratraqueal de la
I:lemaglutinina. .

Se observé un ligero incremento en la temperatura corporal de los corderos
inoculados intratraquealmente con la proteina purificada a las pocas horas de Ia
inoculacion, indicando asi su capacidad pirogénica e inflamatoria. A la necropsia
se observaron pequenas areas de consolidacion localizadas principalmente en los
I6bulos craneoventrales, mientras que, el analisis histopatologico mostré que el
componente por si solo puede inducir una respuesta inflamatoria caracterizada
€como neumonia supurativa moderada en la que se observa congestion difusa de
capilares, infiltracion de células inflamatorias con predominio de neutréfilos y en
menor numero linfocitos, plasmocitos y macréfagos. Figuras 5a, 5b, 5c y 5d El
andlisis bacteriologico, indicé ausencia de bacterias y micoplasmas en las
muestras, sefalando entonces que el dafo histolégico observado fue

consecuencia de la respuesta inflamatoria inducida exclusivamente por la

proteina.
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Figuras 5a, 5b, 5¢c y 5d. Cortes histologicos de pulmén de corderos inoculados
intratraquealmente con la hemaglutinina purificada. (a) y (b) infiltracion de células
inflamatorias con predominio de neutréfilos alrededor del bronquiolo (4x) y (10x); (c)
enfisema y congestion discreta de vasos (10x); (d) infiltracion severa de neutrofilos y
macréfagos en los alvéolos (4x).




Localizacion y Distribucion de la Hemaglutinina en Pulmoén.

No fue posible determinar una distribu.cién especifica del componente en cortes de
pulmoén realizados en criostato debido basicamente a que el grosor del corte no
permitia distinguir claramente las estructuras anatémicas del pulmén. A diferencia
de los cortes realizados en parafina donde si se observé una mejor definicién de
las estructuras. Los estudios de inmunofluorescencia indirecta mostraron que la
hemaglutinina se localizé principalmente en el epitelio de la pared alveolar, en el
de la pared bronquioalveolar y en los septos interlobulillares en el tiempo

evaluado. Figuras 6a, 6b, 6¢c y 6d.

Evaluacion del Dano Tisular Inducido por el Deposito Intratraqueal del
Lipopolisacarido.

En los corderos inoculados con el lipopolisacarido se observé un ligero incremento
tanto en temperatura corporal como en la frecuencia respiratoria a las pocas horas
de la inoculacién, a diferencia de los corderos inoculados con la proteina en los
cuales no hubo variacién en este Ultimo parametro evaluado. A la necropsia se
observaron areas enfisematosas en los lobulos craneoventrales; mientras que el
andlisis histopatologico de las muestras reveld congestién de capilares, areas
enfisematosas subpleurales, infiltracion mixta de células inflamatorias con
predominio de neutréfilos y en menor grado linfocitos y macroéfagos; en tanto que,
los nodulos linfoides peribronquiales y peribronquiolares se observaron
notablemente reactivos, indicando con ello el desarrollo de una neumonia

supurativa con presencia de edema y enfisema pulmonar. Figuras 7a, 7by 7c.
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Figuras 6a, 6b, 6¢ y 6d. Localizacién de la hemaglutinina de M. haemolytica A1
mediante inmunofluorescencia indirecta a nivel puimonar en corderos inoculados
intratraquealmente. (a) Pared bronquiolar mostrando fuerte fluorescencia verde
brillante en células epiteliales (40x); (b) fluorescencia positiva a nivel alveolar
(40x); (c) septos interlobulillares en los que se observan focos fluorescentes

(10x); (d) zona alveolar mostrando la presencia de la proteina (4x).




Figuras 7a, 7b y 7c Cortes histologicos de pulmén de corderos inoculados
intratraquealmente con el lipopolisacarido de M. haemolytica A1 por HE. (a) Fuerte
reactividad linfocitaria en tejido linfoide asociado a bronquiolo (10x); (b) infiltracion
moderada de células inflamatorias a nivel peribronquial y a la luz del bronquiolo
(10x); (c) enfisema y presencia de exudado discreto a nivel alveolar por neutrdfilos
(10x).
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Localizacion y Distribucion dei Lipopolisacarido en Pulmon.

El ané'lisis de distribucion del LPS por inmunofluorescencia indire'cta mostré su
localizacién principalmente en la pared alveolar, en el lumen del alveolo, en la
pared bronquioalveolar, neutrdfilos y macrofagos alveolares durante el tiempo
evaluado, Figuras 8a, 8b, 8c y 8d.

Los cortes histopatolégicos de los corderos control no presentaron cambios
morfopatolégicos evidentes, Figuras 9a y 9b, y en el andlisis de
inmunohistoquimica empleando los anticuerpos contra la hemaglutinina o LPS no

se observaron zonas con fluorescencia brillante en ninguno de los sitios de

interaccion determinados para los componentes purificados. Figuras 10a y 10b.

Evaluacion del Dafio Pulmonar en Animales Experimentalmente Infectados
con Mannheimia haemolytica A1.

En los corderos infectados se observaron variaciones en temperatura y frecuencia
respiratoria en los dias posteriores de la inoculacién intratraqueal alcanzande un
maximo en los dias cuarto y quinto comparado con el control, clinicamente los
animales se observaron deprimidos e inapetentes con escurrimiento nasal y tos,

indicando asi el desarrollo de la enfermedad. Figuras 11ay 11b.



(a)

(c) (d)

Figuras 8a, 8b, 8c y 8d. Localizacion del lipopolisacarido de M. haemolytica A1
mediante inmunofluorescencia indirecta a nivel pulmonar en corderos inoculados
intratraquealmente con el componente purificado (a) Pared alveolar mostrando fuerte
fluorescencia verde brillante en los neumocitos (40x); (b) fluorescencia positiva en el
epitelio de los bronquiolos (40x); (c) parte de un bronquiolo presentando fluorescencia
dentro de las células (40x); (d) zona bronquiolar mostrando la presencia del
lipopolisacarido (4x).
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Figuras 9a y 9b Cortes histologicos de pulmones de los corderos del grupo
control, en los que no se observaron cambios morfopatologicos. (10x).

(a) (b)

Figuras 10a y 10b. Apariencia de los cortes histologicos de los pulmones de
los corderos control mediante inmunohistoquimica, mostrando ausencia de
fluorescencia brillante (10x).
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Figuras 11a y 11b. Variacién de temperatura y frecuencia respiratoria en corderos
infectados intratraquealmente con una suspensién de 2 ml de 2x 10° UFC/ ml de
Mannheimia haemolytica A1.
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A la necropsia se observaron moderadas lesiones neumonicas en los lébulos
craneoventrales con adhesiones fibrinosas a nivel de pleura y pericardio en
algunos corderos; en la Figura 12 se presenta de manera esquematizada la

extension y distribucion del dafio pulmonar observado en los animales infectados.

Figura 12. Distribucién y extensién de las lesiones neuménicas desarrolladas
en corderos infectados experimentalmente con M. haemolytica A1.

El estudio histopatoldgico mostré en algunos casos moderado engrosamiento de
la pleura, congestion difusa de capilares e hiperplasia de nédulos linfoides

peribronquiales, asi como enfisema subpleural. Mientras que en otros casos, se
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observo congestion capilar, hiperplasia de nédulos linfoides peribronquiales e
infiltracion de neutrdfilos, linfocitos y macréfagos a nivel bronquiolar y edema

alveolar. Figuras 13ay 13b, 14, 15, 16 y 17.

Figuras 13a y 13b, Cortes histologicos por HE de los pulmones de corderos
infectados con M. haemolytica A1. (a) Infiltrado moderado de células inflamatorias a
nivel bronquioalveolar (4x); (b) Lumen bronquial mostrado la presencia de
polimorfonucleares y macréfagos (10x).
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Figuras 14, 15 y 16. Cortes histolégicos por HE de pulmones de corderos infectados
con M. haemolytica A1. (14) Infiltrado discreto de células inflamatorias a nivel alveolar
y presencia de enfisema. (4x). (15) Se observa reactividad del BALT e infiltrado de
células inflamatorias. (10x). (16) Congestion de capilares e infiltracion de
polimorfonucleares (10x).
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Localizacion y Distribucion de la Hemaglutinina en Pulmones de Corderos
Infectados.

La distribucion de la hemaglutinina a nivel pulmonar de los corderos
experimentalmente infectados con la bacteria mostrd ser similar a la que se
observé empleando la proteina purificada, localizadndose a nivel bronquio alveolar

y en septos interlobulillares, Figura 17ay 17b.

(a) (b)

Figuras 17a y 17b. Localizacién de la hemaglutinina de M. haemolytica A1
mediante inmunofluorescencia indirecta a nivel puimonar en corderos infectados
experimentaimente. (a y b) Zona alveolar mostrando la presencia de la proteina
(10x).
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DISCUSION.
La adhesion y colonizacion de las bacterias patdgenas a la superficie de la
mucosa representa la etapa critica e inicial para el establecimiento de la infeccion,
debido a ello existe un interés generalizado por definir las estructuras involucradas
en el mecanismo, asi como estudiar y analizar las interacciones dinamicas que
resultan de la unién de la bacteria con sus células blanco, debido a que en esta
relaciéon se desencadenan diversos efectos bioldgicos inducidos y regulados por la
actuacion de mediadores inflamatorios o citocinas que determinan el desarrollo de
la asociacion bacteria-célula, ademas de afectar los sistemas de defensa del
hospedero.24' 2.2 De la misma forma, el evento de union induce la expresion de
nuevos genes en el microorganismo que son relevantes en la patogénesis de la
enfermedad.*® En el caso particutar de Mannheimia haemolytica se ha sugerido la
participacion de diferentes componentes en el mecanismo de adhesién, uno de los
cuales es el lipopolisacarido reconocido por su elevado potencial proinflamatorio
debido a su estrecha asociacion con el endotelio vascular neutréfilos y macrofagos

alveolares;19’ 27,29

mientras que, para la proteina ahora en estudio se desconocia
su capacidad proinflamatoria y sitios de interaccion anatomica a nivel pulmonar. La
presente disertacion muestra evidencia de estas particularidades, sefalando la
contribucion de la hemaglutinina en los mecanismos de adhesion y patogenia de la
bacteria de acuerdo a los resultados obtenidos mediante los estudios de
inmunohistoquimica y analisis histopatolégicos realizados a muestras de pulmon

de corderos inoculados intratraguealmente con el componente purificado. Por

inmunohistoquimica empleando anticuerpos policlonales especificos fue posible
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observar la presencia de la proteina en los septos interlobulillares, en el endotelio
de las paredes alveolart;,s y epitelio bronquioalveolar a las pocas horas de su
inoculacién en los corderos; contiguo a estos sitios de distribucion se apreciaron
cambios morfopatoldgicos caracterizados por congestion alveolar, congestién
capilar e infiltraciéon de células inflamatorias con predominio de neutrofilos, y en
menor proporcion linfocitos, plasmocitos y macréfagos. Estas observaciones
sefialan una moderada capacidad proinflamatoria de la hemaglutinina y sugieren
su contribucién al dafro pulmonar inducido por la bacteria. Como parametro de
comparaciéon y seleccionado por su potencial proinflamatorio se inocularon y
trataron de igual modo corderos con el lipopolisacarido purificado de la bacteria;
en cortes de pulmén de este grupo de animales se determind que el componente
referido se localiz6 principalmente en el endotelio alveolar, en el lumen del alveolo,
en la pared bronquioalveolar, en neutréfilos y macrofagos alveolares, mostrando
asi su interaccién con un mayor numero de células de conocida capacidad
inflamatoria; una distribucién similar a nivel pulmonar del lipopolisacarido de M.

1., mediante estudios de

haemolytica fue determinada por Whiteley y co
inmunohistoquimica empleando anticuerpos monoclonales especificos en
pulmones de bovinos experimentalmente infectados con la bacteria. Por otro lado,
las lesiones pulmonares observadas en los corderos inoculados con LPS en este

experimento correlaciona con lo senalado por Brogden y col.*!

quienes también
evaluaron el dano pulmonar inducido por el componente referido al depositarlo
directamente en el érgano por broncoscopia, observando reacciones

fibrinopurulentas, edema, hiperemia, hemorragia y necrosis focal del epitelio

alveolar. Los mecanismos mediante los cuales el LPS genera los diferentes
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efectos patolégicos se han identificado y estudiado extensamente tanto a nivel
molecular como celular; por ejemplo en células endoteliales induce diferentes
mediadores proinflamatorios tales como: el factor de activacidn plaquetaria (PAF),
metabolitos del acido araquidénico, prostaglandinas, el factor tisular (TF), un
inhibidor de activacion del plasmindgeno y la IL-1. "' ' Por otro lado, se ha
detefminado que existe una relacion directa de los efectos del LPS sobre los
neumocitos tipo Il con la produccién o alteraciones en la composicién del
surfactante pulmonar, de igual modo puede incrementar la tension superficial a
nivel alveolar Qenerando la formacion de edema, hemorragia y atelectasia
alveolar.*? ** Mientras que, la activacion de los macréfagos alveolares por el LPS
ya sea de manera directa o0 mediada por los componentes liberados por efecto de
la activacidn del complemento induce la expresion de moléculas de adhesion tanto
en neutréfilos como en células endoteliales y promueve la produccion de citocinas
proinflamatorias como la IL-1, IL-6, IL-8 y TNF, citocinas que generan un estado
procoagulante.® ' '8 Asi, los mecanismos mencionados ejemplifican la plétora de
alteraciones que se generan a través de la interacciébn de este componente
bacteriano con las diferentes poblaciones celulares, incluyendo aquellos que son
generados tras la activacion del complemento, los cuales de manera conjunta
conducen a un dafio severo del tejido pulmonar.’® Brogden y col, han estudiado la
contribucion de otros componentes aislados de la bacteria ademas del LPS en la
patogénesis de la enfermedad, en particular de los polisacaridos capsulares y de
un complejo proteinico asociado al LPS (LPS-AP), constituido por algunas
proteinas de membrana externa y el LPS; mostrando que los polisacaridos

capsulares poseen una menor capacidad proinflamatoria e inducen lesiones
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menos severas, en las que se observan edema a nivel alveolar y en los septos
interlobulares, con infiltracion moderada de neutrofilos er.1 conductos aéreos y
alvéolos.*4° Mientras que, las lesiones inducidas por el LPS-AP se caracterizaron
por la infiltracion de linfocitos, neutréfilos y macrofagos alrededor de bronquiolos y
pequefos vasos sanguineos con presencia de liquido serofibrinoso en los
espacios alveolares.** Asi, el estudio individual de diferentes productos asociados
a la pared celular de la bacteria ha ayudado a definir y evaluar su contribucion en
los procesos inflamatorios involucrados en la patogénesis de la neumonia
producida por M. haemolytica, destacando la participacion de aquellos que facilitan
su unién y establecimiento a nivel pulmonar como el LPS, los polisacaridos
capsulares y ahora la hemaglutinina, de la cual se muestra su moderado potencial
inflamatorio en relacion a aquel observado por el LPS; en tanto su funcién de
adhesina ha sido demostrada con anterioridad en estudios de unién a células
epiteliales de traquea, cortes de arteria y tejido pulmonar de ovino. **%
Principalmente, esta investigacion muestra su interaccion con el endotelio alveolar
en especifico con los neumocitos tipo |, indicando su participacion en las fases
tempranas de colonizacién de la bacteria a ese nivel. Estudios de microscopia
electrénica realizados por otros investigadores muestran la asociacion de la
bacteria a la superficie de este tipo de células y sugieren que los polisacéridos
capsulares podrian ser en parte responsables de la interaccion, la cual no
obstante puede estar mediada por una reaccién tipo lectina que involucra la
proteina A del surfactante pulmonar con residuos N-acetil manosamina.'?
Brogden y col., sugieren que si esta interaccion ocurre in vivo no solo se favorece

la unién de la bacteria a la cubierta del alveolo, sino que el microorganismo puede
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recubrirse con el surfactante y evadir los mecanismos de defensa pulmonar, para
comprobar esta interaccion incubaron el surfactante' con azucares sencillos y
encontraron que éste precipita con GIcNAc y en menor proporcién con GalNAc
pero no con N-acetil manosamina, constituyente principal de la capsula de M.
haemolytica A1 como ellos habian considerado.'?** De acuerdo a sus resultados
y tomando el hecho de que el surfactante reacciona fuertemente con GIcNAc
insinuamos que la hemaglutinina podria ser uno de los componentes responsables
de tal interaccién debido a su estrecha asociacién con las células alveolares
mostrada y a su naturaleza glicoproteinica, hipétesis que debera no obstante
comprobarse.

Derivado de los resultados obtenidos en este estudio se sugiere que la
hemaglutinina especifica a residuos de GIcNAc y acido sidlico podria tener un
papel importante en las etapas tempranas de Ila enfermedad debido a su funcién
de adhesina, distribucion y asociacién con células fagociticas y endotelio
favoreciendo la activaciéon y liberacion de mediadores quimicos del proceso

inflamatorio.

47



CONCLUSIONES.

1.- La hemaglutinina de Mannheimia haemolytica A1 posee moderada capacidad

proinflamatoria que conlleva a dafo histologico a nivel pulmonar.

2.- La hemaglutinina interactia o se localiza principalmente en el endotelio del

alveolo y en el epitelio de los bronquiolos y septos interlobulillares.

3.- El lipopolisacarido de la bacteria se distribuyé a nivel bronquioalveolar, a nivel

alveolar, y dentro de macrofagos y neutréfilos.

4.- El lipopolisacarido indujo mayores alteraciones a nivel pulmonar en animales

inoculados intratraquealmente.

5.- En corderos infectados con la bacteria la distribucién de la hemaglutinina fue

similar a la observada por el deposito del componente purificado.
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