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Resumen 

M. haemolytica (Mh) posee una adhesina (MhA) con especificidad por N-Acetil 

Glucosamina (GlcNAc) y otras estructuras N-Acetiladas que le permite el 

reconocimiento necesario para la colonización bacteriana al hospedero. El 

objetivo de este trabajo fue determinar si MhA reconoce leucocitos de bovino, 

analizar su especificidad y medir el estallido respiratorio en neutrófilos como un 

efecto biológico resultado del reconocimiento. MhA se purificó a partir del medio 

de cultivo líquido y extractos salinos de biomasa bacteriana mediante 

cromatografía de afinidad utilizando una columna de estroma de eritrocitos de 

conejo tratados con glutaraldehido, utilizando ácido acético al 3% como agente 

eluyente. MhA es una proteína homogénea de 70 kDa. La actividad aglutinante en 

presencia de eritrocitos de diversas especies animales confirmó que MhA aglutina 

específicamente eritrocitos de conejo. La adhesina conjugada a isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) incubada en presencia de leucocitos bovinos nos permitió 

identificar, mediante citometría de flujo, que MhA reconoce preferentemente 

neutrófilos (Intensidad Media de Fluorescencia, IMF 77.19). Las células 

mononucleadas fueron pobremente reconocidas (IMF 5.7). La especificidad del 

reconocimiento entre la adhesina y los leucocitos se analizó utilizando inhibidores 

específicos como GlcNAc, N'N'N' acetilquitotriosa y fetuina. La inhibición del 

reconocimiento fue del 43% para fetuina y de baja intensidad con GlcNAc y 

acetilquitotriosa. A!hA fue capaz de inducir el estallido respiratorio en neutrófilos 

mediante la reducción de nitro-azul de tetrazolio, esta reacción fue inhibida previa 

incubación con GlcNAc y en menor intensidad por ácido neuramínico y otros 

azúcares. MhA reconoce preferentemente neutrófilos, la presencia de residuos 

GlcNAc en la membrana de este grupo celular explica en parte esta especificidad. 

El estallido respiratorio inducido por MhA pudiera estar contribuyendo de manera 

importante al daño tisular que se observa en la neumonía por M. haemolytica. 

Palabras clave: Mannheimia haemo/yfica, Mannheimiosis, Adhesina, Esta\\ido 

respiratorio, GlcNAc. 
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Abstract 

M. heamolytica (Mh) posses an adhesin (MhA) with specificity for N-Acetil 

glucosamine (GlcNAc) and others N-acetilated structures that allows it to recognize 

the host, a process that is essential for any bacteria to establish a colony. The 

objectives of this work were to determine if MhA recognizes bovine leukocytes, to 

analyze such interaction, and in neutrophils to measure the oxidative burst as a 

biological effect. MhA was purified from culture medium and from saline extracts of 

bacteria pellets by affinity chromatography using glutaraldehide treated 

erythrocytes and acetic acid as eluient. MhA is an homogeneous protein of 70 kDa. 

The hemmaglutination activity in presence of several species erythrocytes, 

confirmed that MhA is specific for rabbit erythrocytes. Bovine leukocytes were 

incubated with MhA-FITC and analyze by flow cytometry. MhA recognized mainly 

neutrophils (MFI 77.19) and mononuclear cells were poorly recognized (MFI 5.7). 

The specificity of this interaction was evaluated using GlcNAc, N' N' N' chitotriose 

and fetuin among others. Fetuin and GlcNAc were powerful inhibitors of the 

interaction. MhA was al so capable of inducing the oxidative bust in neutrophils; this 

was demonstrated by using tretrazolium blue as a substrate for reduction. Such 

reduction was abolish in part by previous incubation with GlcNAc and to a lesser 

extend with Neuraminic acid and others sugars. MhA recognizes specifically 

bovine neutrophils membrane; the high GlcNAc density on this cell could explain 

such interaction. The oxidative bust induced by the adhesin could be an in vivo 

factor contributing to tissue damage during Mannheimiosis. 

Keywords: Mannheimia haemolytica, mannheimiosis, adhesin, oxidative burst, 

GlcNAc. 
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l. Introducción 

Mannheimia haemolytica (Mh) es una bacteria gram negativa, con 

actividad hemolítica, que afecta al ganado bovino, al ovino y a otros rumiantes. Mh 

es miembro de la familia Pasfeurellaceae, la cual incluye los géneros de 

Haemophilus, Actinobacillus, Pasteurella, Mannheimia y Lonepinella. M. 

haemolytica comprende los biotipos 1, 2, 5-9,12-14,16 Y 17 (Angen et al., 1999). 

El biotipo ' 1 es el más comúnmente aislado en casos de Mannheimiosis 

Neumónica Bovina. Los factores de virulencia descritos en Mh incluyen cápsula, 

Iipopolisacárido, polisacárido capsular, adhesinas, proteínas de membrana 

externa, neuraminidasa y una toxina específica de leucocitos (Lkt A) (Lillie 1974., 

Wikse 1985 y Ames 1997). 

En bovinos, M. haemolytica ST1 es el agente principal de la Fiebre de 

Embarque o Mannheimiosis (antes Pasteurelosis) Bovina la cual se caracteriza por 

una neumonía fibrinosa aguda que puede manifestarse también como septicemia 

en animales jóvenes. Clínicamente la enfermedad se caracteriza por depresión, 

fiebre, aumento de la frecuencia respiratoria y en casos severos muerte. Se 

considera que el aumento de la temperatura esta correlacionado con el grado y la 

severidad de los signos clínicos y más aún con la consolidación pulmonar 

observada a la necropsia (Jonson 2001). La Fiebre de Embarque es la 

enfermedad de más impacto económico en la producción de ganado de carne y 

recría. En los Estados unidos las perdidas anuales se estiman en 3 billones de 

dólares por concepto de tratamientos, medicina preventiva, baja conversión 

alimenticia, pobre desempeño de animales crónicos y muerte (Lillie 1974 Y Wikse 

1985). El proceso inflamatorio pulmonar se caracteriza por una intensa infiltración 

de neutrófilos que contribuyen en gran medida a la destrucción del tejido y la 

severidad del cuadro clínico, al participar activamente mediante la fagocitosis y 

destrucción del agente debido a la producción de metabolitos de oxígeno y la 

liberación de enzimas entre otras. Las respuestas de activación de estos 

leucocitos se dan por medio de receptores de membrana los cuales responden a 

una variedad de estímulos tanto endógenos como exógenos (Ackerman et aL, 

1999). 
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La adherencia bacteriana es un proceso crítico para la invasión y 

colonización de tejidos. Dicho proceso requiere de interacciones fisicoquímicas 

específicas y no específicas con las células del hospedero (Jaques y Paradis, 

1998). Los mecanismos por los cuales M. haemolytica logra colonizar y 

eventualmente provocar neumonía han sido pobremente entendidos. Se cree que 

Mh posee una adhesina que le permite colonizar el epitelio respiratorio, aunque un 

locus genético que codifique para tal adhesina no ha sido identificado, sin 

embargo se ha demostrado la presencia de fimbrias. Algunos trabajos sugieren 

que el Iipopolisacárido también pudiera tener un papel relevante en la adherencia, 

esto dada su presencia en las superficies epiteliales y en combinación con 

sustancia surfactante (Ackerman et aL, 2000 y Highlander, 2001). 

Las adhesinas son estructuras bacterianas generalmente externas que son 

consideradas como un mecanismo de colonización e invasión de tejidos. En 

algunos casos estas adhesinas pueden ser liberadas al medio en ciertas etapas 

de su metabolismo, dado que participan activamente en la evasión de la respuesta 

inmune del huésped y en la patogénesis de varias enfermedades. YadA una 

adhesina de Yersinia spp., se une a colágena, laminina, fibronectina, submucosa 

intestinal y moco, además de ser considerada un potente factor sérico que inhibe 

la vía clásica de la cascada del complemento (Tayir et aL, 2001). Plasmodium 

falciparum también posee una adhesina que interactúa con varios receptores en 

células endoteliales, además tiene a CR 1 como receptor específico en eritrocitos 

(Krych-Goldberg et ·al., 2001). En Bordetella perlussis, una de sus principales 

adhesinas (hemaglutinina filamentosa FHA) es importante para la invasión del 

tracto respiratorio cuando está en forma libre, lo cual fue probado recientemente 

utilizando una cepa mutante que carece de dicha adhesina y esto favorece que la 

cepa pierda patogenicidad (Coutte et aL, 2003). Los mecanismos moleculares de 

estas interacciones adhesina-receptor sin duda aportan nuevas ideas en 

alternativas de prevención y tratamiento. 
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Factores de riesgo en la enfermedad respiratoria bovina 

La neumonía en bovinos y sobre todo en ganado de engorda es un 

problema multifactorial que involucra en primera instancia situaciones de estrés 

tales como el transporte y destete. Existen agentes virales y bacterianos 

asociados a este complejo. Una de las consecuencias de más impacto en el 

transporte es la inmunosupresión (linfopenia por depresión en la linfogénesis) yel 

gasto oxidativo celular. Factores como la mezcla de animales de diferentes 

lugares, la dieta de recepción, y el clima son cruciales en el desarrollo de brotes. 

Los agentes etiológicos que han sido implicados en la enfermedad respiratoria 

bovina incluyen el Virus Sincicial Respiratorio Bovino (VSRB), Virus de \a Diarrea 

Viral Bovina (VDVB), virus del Parainfluenza 3 (PI3), Herpesvirus Bovino 1 (HVB1) 

y el virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RTIB), la infección por estos virus 

compromete en varios grados la inmunidad adquirida y la innata. El efecto de la 

participación de estos virus con la infección por Mh ha sido estudiado a varios 

niveles (Cusack 2003). 

Las bacterias que mas han sido reportadas en el complejo respiratorio 

bovino incluyen M. haemolytica, Pasteurella multocida y Haemophillus somnus. La 

nutrición tiene un impacto directo en la inmunidad y en la recuperación del 

paciente, en este sentido se pueden presentar deficiencias en el destete de 

becerros y en el manejo de la dieta a la recepción de ganado que viene del 

transporte al lote de engorda. Algunos de los componentes que han sido 

evaluados incluyen la concentración de proteína, suplementación con vitaminas 

del complejo B, vitamina E y D, así como minerales traza como el cobre. Una 

concentración de proteína de 40% en ganado de recepción enfermo tiene un 

impacto positivo en su recuperación (Galyean et aL, 1999). 

El Genero Mannheimia 

El agente causal de la Fiebre de Embarque fue inicialmente llamado 

Bacterium bipo/are multocidum por Theodore Kilt en 1885 (Highlander, 2001). En 

1896, Flugge lo renombró a Bacillus boviseptica, el cual fue posteriormente 

subdividido en dos grupos separados que causaban neumonía fibrinosa bovina 
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(Pasteurella boviseptica) o septicemia hemorrágica (ahora conocida como 

Pasteurella multocida). En 1932, Newson y Cross propusieron el nombre de 

Pasfeurella haemolytica para la cepa que causaba neumonía en becerros. 

Pasfeurella haemolytica después fue subdividida en dos biotipos, A y T, basados 

en su capacidad para fermentar L-arabinosa y trealosa, respectivamente. En 1962 

se estableció la serotipificación capsular y el número de serotipos llegó a 17. Para 

1985 P. haemolytica fue excluida del genero Pasteurella con base en estudios de 

hibridización de DNA-ONA (Highlander 2001). También fue claro que el grupo 

trealosa positivo representaba un grupo separado ahora conocido como P. 

trealosi. Investigaciones hechas por Angen y colaboradores (1999) llevaron a una 

nueva reclasificación para algunas bacterias del grupo Pasteurella entre ellas P. 

haemolytica. Ellos propusieron el nuevo género Mannheimia en base a estudios 

fenotípicos, de ribotipificación, electroforesis enzimática de sitios o locus múltiples, 

secuenciación de 16s rDNA e hibridización de DNA-DNA. Mannheimia 

haemolytica representa sólo organismos negativos a la fermentación de L­

arabinosa y comprende los serotipos 1, 2, 5-9, 12-14 Y 16 del antiguo grupo 

Pasfeurella. Sólo las cepas aisladas de rumiantes han mostrado ser 

genéticamente afiliadas a M. haemolytica. 

Mannheimia representa un grupo de coco bacilos gram negativos 

débilmente hemolíticos que pertenecen al grupo HAP (Mannheimia, Haemophillus, 

Actinobacilus, Lonepinella y Pasteurella). La mayoría son organismos no mótiles, 

no formadores de esporas, anaerobios facultativos, oXldasa positivos y catalasa 

positivos. Aunque un medio no enriquecido es suficiente para su crecimiento, 

crecen mejor en medios suplementados con suero o sangre, algunos como A. 

pleuroneumoniae requieren NAO (Quinn 1994). 

Factores de virulencia de M. haemolytica 

La colonización por Mh del tracto respiratorio superior en el huésped es 

mediada a través de una estrecha unión con el epitelio ciliado. A la fecha poco se 

sabe sobre los mecanismos y moléculas que Mh utiliza para colonizar e invadir el 

tractor respiratorio de rumiantes (Jaques y Paradis 1998). 
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Varios factores de virulencia han sido documentados aunque se 

desconocen varios aspectos sobre su papel en la patogénesis de la enfermedad. 

La cápsula, el LPS, las fimbrias, la enzima neuraminidasa y algunas 

adhesinas han sido propuestas como mecanismos para la adherencia de 

Mannheimia. Otras moléculas descritas incluyen la leucotoxina, la 

sialoglicoproteasa y algunas proteínas de membrana externa (Samitamby et aL, 

2002 y Lo, 2001). En algunos casos se sabe en que etapa del crecimiento de 

Mannheimia se producen estos factores de patogenicidad (Fig. 1). 

Mannheimia secreta una leucotoxina (LktA) calcio dependiente que 

pertenece a la familia de toxinas RTX. Los genes y la proteína han sido 

identificados en todos los serotipos y casi la mayoría de ellos producen la toxina. 

Como otras toxinas del tipo RTX, la Lkt de Mh posee un operon policistronico de 4 

genes (LktC, Lata, LktB y LktD) en el cromosoma bacteriano (LktCABD) codifica 

para la síntesis, activación y secreción de LktA. El gen de LktA codifica para la 

proteína activa de LktA. Los polipéptidos predecibles codificados por LktC, LktA, 

LktB Y LktD son 165, 953, 708 Y 478 amino ácidos en longitud, los cuales 

corresponden con los pesos moleculares de 20, 102, 80 Y 55 kDa. Leukotoxina A 

es una citolisina formadora de poros específica de leucocitos de rumiantes. Al 

igual que LktA, otras toxinas del tipo RTX han sido reconocidas en bacterias gram 

negativas que afectan tanto al humano como a animales domésticos. Algunos 

ejemplos incluyen a A. pleuroneumoniae (ApxIA, ApxllA, Apx lilA), hemolisina 

adenil ciclasa de Bordefella perlusis, y alfa hemolisina de E. coli. Estas toxinas 

están relacionadas por su secuencia genética y su mecanismo de activación y 

secreción. La mayoría de las toxinas tipo RTX causa lisis en una gran variedad de 

células de vertebrados y muestra poca o ninguna especificidad por alguna célula o 

especie animal. Por otro lado LktA de Mh muestra solo especificidad por leucocitos 

. y plaquetas de rumiantes. Hoy se sabe que esta especificidad por leucocitos esta 

mediada por las P integrinas y que la interacción de estas dos moléculas es 

necesaria y suficiente para inducir los efectos biológicos conocidos. LkxA induce la 

formación de poros en las células blanco, este evento trae consigo una 

descompensación de líquidos intracelular con la salida de K+ y entrada de Ca+. 
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Este aumento del calcio intracelular también induce la translocación de factor 

NFk,8 al núcleo y con ello la activación de citosinas pro-inflamatorias. Otro efecto 

de la LktA es la inducción de apoptosis, esto ha sido demostrado en varios 

leucocitos. Teyaseelan y colaboradores (2000) demostraron mediante estudios 

con Lkt A que los macrófagos alveolares de bovino expresan altos niveles de 

CD11a/CD18 y que la unión LktA-LFA1 induce una señalización especie­

específica mediante moléculas PI3 cinasa y SRC cinasa y que esta cascada de 

señalización es requerida para que LktA induzca sus efectos biológicos. La 

subunidad f3 de la integrina CD18 es suficiente para mediar la citolisis por LktA, 

esto fue demostrado utilizando células de ratón transfectadas con cONA de CD18 

bovino (Deshpande et aL, 2002). 

Los antimicrobianos han sido ampliamente utilizados en el tratamiento y 

control de la enfermedad respiratoria bovina. El éxito de esta terapia depende en 

gran medida de la detección temprana de los animales enfermos, cuando es así la 

reducción de fatalidades puede ser considerable. La efectividad de los antibióticos 

también puede ser alterada por la sensibilidad de los organismos. Los genes de 

resistencia a los antibióticos en Mannheimia están asociados con elementos 

genéticos dinámicos. Dicha resistencia varía entre especie animal, tiempo, 

situación geográfica y tratamiento previo del huésped. Algunos países como 

Estados Unidos, Alemania, Australia y Canadá hay realizado estudios para 

determinar los antibióticos de menor efectividad contra los padecimientos 

neumónicos. Dentro de los antibióticos a los cuales Mh ha desarrollado mayor 

resistencia se encuentran la penicilina, tetraciclinas, aminoglicósidos, 

cloranfenicol, y sulfonamidas. La mayoría de los plásmidos responsables de dicha 

resistencia han sido bien identificados (Kehrenberg et al, 2001 y Cusack et al, 

2003). 

Inmunidad 

Las vacunas actualmente disponibles contra Mh varían en su composición. 

Estas incluyen bacterinas, bacterinas con LktA, extractos bacterianos, 

sobrenadante de cultivo con LktA o bacteria viva mutante dependiente de 
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estreptomicina. La vacunación en ganado con vacunas comerciales o 

experimentales estimula la producción de anticuerpos séricos a varios antígenos y 

usualmente mejoran la protección ante un reto experimental. Sin embargo la 

respuesta en campo contra la enfermedad es un evento variable y difícil de 

demostrar, como lo demuestran los ensayos de campo que han sido publicados. 

Las respuestas celular y humoral han sido demostradas experimentalmente a las 

pocas semanas post-vacunación (PV). Los anticuerpos contra Mh pueden ser 

detectados a los 7 días PV. La transferencia pasiva de anticuerpos ocurre en 

becerros y usualmente estos se mantienen a un nivel óptimo hasta los 95 días 

cuando se compara con el de animales vacunados en sus primeras semanas de 

vida (Fulton et aL, 2003, Frank et al, 2002 y Confer et aL, 2003) 

En un estudio donde se compararon varias vacunas comerciales, Confer y 

cols. (1998) demostraron que existía una gran variación en los títulos de 

anticuerpos y el tiempo que estos mantenían en sangre., pero observaron poca o 

nula diferencia cuando compararon los títulos contra la LktA. Los animales 

vacunados con Honesto tuvieron respuestas elevadas contra la bacteria completa 

entre los 21 y 84 días PV. La revacunación con Predispone y OneShot a los 140 

días mostraron la respuesta de anticuerpos más alta. 

Patogenicidad por Mannheimia 

Mannheimia haemolytica es un habitante de la nasofaringe y amígdalas en 

rumiantes clínicamente sanos. Como dato interesante Mh serotipo 2 es el más 

comúnmente aislado en ovejas y bovinos. Mh serotipo 2 puede ser aislado en 

corderos a pocas horas de su nacimiento [Shreeve y Thompson, 1970 (citado por 

Rowe 2001)] Y su crecimiento es fluctuante a los largo de la vida del huésped. Sin 

embargo, no hay evidencia que indique si esta colonización provoque enfermedad 

o si la enfermedad extienda la colonización en el rebaño (Biberstein, 1970 por 

Rowe et aL, 2001). Los mecanismos moleculares que Mh posee para colonizar el 

epitelio respiratorio son relativamente desconocidos (Rowe et al., 200~). En 

general se sabe que las bacterias se adhieren a las superficies epiteliales vía 

receptores específicos y no específicos. Algunas de las moléculas hasta ahora 
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implicadas en la colonización por Mh incluyen fimbrias, adhesinas no fimbriales, 

capsula, proteínas de membrana externa, la producción de neuraminidasa, 

glicocalix y lipopolisacárido (LPS) (Jaramillo et aL, 1999). Aunque poco se sabe 

sobre la participación de estos mecanismos se cree que Mh codifica una adhesina 

que le permite fijarse en el epitelio respiratorio. Aunque el locus genético que 

codifica para dicha adhesina no ha sido identificado, se ha observado la presencia 

de fimbrias. Jaramillo y colaboradores lograron purificar una adhesina­

hemaglutinina MhA de 68 kDa con especificidad por eritrocitos de conejo. Dicha 

especificidad fue inhibida por N-acetil-glucosmina (GlcNac), ácido neuramínico 

(NeuAc), y por previo tratamiento de los eritrocitos con sialidasa o proteasa, 

indicando que su receptor es una glicoproteína. La adhesión in vitro de Mh a 

epitelio traqueal fue inhibida mediante la previa incubación con el azúcar 

específico o la adhesina pura, sugiriendo así su participación en la colonización 

del epitelio respiratorio (2000). 

La producción de neuraminidasa ha sido demostrada in vitro e in vivo, asi 

como la producción de anticuerpos. Los anticuerpos en animales vacunados han 

reducido la producción de esta enzima en animales infectados experimentalmente. 

Se cree que esta enzima permite la colonización por Mh mediante la eliminación 

de residuos de ácido sialico en moco y epitelios (Straus et al, 1998). Una proteína 

llamada serotipo 1 antígeno específico (Ssal) ha sido implicada en la colonización 

de la nasofaringe. La adherencia de Mh fue inhibida con el uso de anticuerpos 

dirigidos a Ssal (Highlander, 2001). 

La participación del LPS, los polisacáridos capsulares y las proteínas de 

membrana externa podría darse en la ausencia de fimbrias. La presencia de LPS 

en la superficie de células epiteliales ha sido observada experimentalmente. El 

LPS de Mh ha sido observado formando complejos con la sustancia surfactante. 

En la Tabla 1 se presenta una lista de las diferentes adhesinas y algunos de sus 

receptores descritos en bacterias del grupo HAP y otros géneros o relacionados. 

La cápsula ha sido implicada en la patogénesis mediante diferentes 

mecanismos. El polisacárido capsular (pe) de Mh ST1 esta involucrado en la 
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adherencia del epitelio respiratorio bajo, facilitando la colonización bacteriana 

(Morck et aL, 1988). Algunas otras características descritas para el PC incluyen 

resistencia a la fagocitosis por neutrófilos y resistencia a la lisis mediada por el 

sistema de complemento (Confer et aL, 1990). Y aun más, la preincubación de 

neutrófilos con el PC, disminuye la capacidad fagocítica en presencia de Mh ST1 

(Czuprynski et aL, 1987). Aunque algunos de estos estudios sugieren un papel 

importante del PC en la patogénesis de la enfermedad, la inmunización de 

animales con este factor o en combinación con otros resulta en un incremento en 

la severidad de las lesiones. Adicionalmente la presencia de altos títulos no 

correlaciona con una mejor protección contra Mannheiminosis (Conlon y Shewen 

1993., Srinand, 1996). 

Dentro de los antígenos de superficie se han descrito proteínas de 

membrana externa (PsME) en Mh. Se dice que estas proteínas permiten evadir la 

respuesta inmune del huésped. La presencia de anticuerpos se correlaciona con la 

protección ante la infección experimental (Morton et aL, 1995). Mh produce PsME 

durante su crecimiento in vitro y durante la infección natural en tejido pulmonar, 

estas incluyen a POMA (32kDa), POMB (35kDa), una Iipoproteína de superficie 

Lpp38 y PsME reguladoras de hierro (Pandher y Murphy, 1996; Sreevatsan et aL, 

1996; Mahasreshti et aL, 1997). Tres PsME reguladoras de hierro han sido 

identificadas y caracterizadas en el crecimiento in Vitro de Mh bajo condiciones 

restringidas de hierro. Estas proteínas son quimiotácticos potentes para neutrófilos 

y alteran sus funciones mediante la inhibición de la fagocitosis y la lisis intracelulaL 

La importancia de las PsME en la patogénesis de la enfermedad puede ser 

confirmada por la importancia de los anticuerpos contra la infección (Iovane et aL, 

1998). 

Poco o nada se sabe sobre los receptores que intervienen en la adherencia 

de las moléculas por parte de Mh. Es posible que varios mecanismos estén 

implicados en la colonización del tracto respiratorio superior (TRS) y 

posteriormente en la invasión del tejido bronco-alveolar, así como varias de estas 
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moléculas participen activamente en el desarrollo de la patogénesis. Mh es capaz 

de sobre pasar mecanismos inespecíficos de defensa de TRS tales como la 

carpeta mucociliar, IgA, IgE, IgG, Interferón, Lisozima y lactoferrina (Jubb et aL, 

1993). La expresión del péptido antimicrobiano traqueal (TAP) en becerros 

inoculados con Mh es 25 veces mas alta que la de animales no inoculados, el pico 

de esta expresión parece ser a las 6 hr post-inoculación y aunque los autores 

encontraron una gran variación de la expresión entre individuos los datos sugieren 

que este péptido es relevante en el control de la infección (Caverly et al., 2003). 

Una vez en los espacios bronqueo-alveolares, M. haemolytica incita una gama de 

respuestas por células locales tales como macrófago alveolar, neumocitos tipoll, 

fibroblastos y mastocitos. Se sabe que la presencia de LPS, leucotoxina y PME 

tienen una gran influencia en la liberación de mediadores químicos de los cuales la 

IL-1, el FNT-a, y la IL-8 tienen el mayor impacto en el desarrollo del proceso 

inflamatorio observado en Mannheimiosis. 

Varios estudios in vitro e in vivo han demostrado los efectos que estos factores de 

virulencia inducen en leucocitos, en proteínas séricas, en proteínas de matriz y en 

tejido pulmonar (Leite et aL, 2002; Coomber et aL, 2001 y Mitchell et aL, 2003). 

La participación de los mastocitos en procesos inflamatorios y inmunes en 

el tejido pulmonar ha sido documentado. Estas células producen una serie de 

aminas vasoactivas y citocinas implicadas directamente en la respuesta 

inflamatoria aguda. Durante la neumonía aguda, los mastocitos, al igual que los 

macrófagos alveolares, producen IL-1, FNT-a e IL-8, las cuales inducen la 

infiltración de neutrófilos en pulmón mediante la expresión de moléculas de 

adhesión y agentes quimiotácticos. En dos trabajos recientemente realizados se 

determino que la infección experimental de becerros con Mh la cantidad de 

mastocitos en tejido pulmonar afectado, disminuían significativamente, sugiriendo 

que estas células se desgranulan y mueren cuando interactúan con los 

componentes bacterianos. En el segundo estudio ellos determinaron la relación 

entre la producción de la sustancia P y la densidad de mastocitos en tejido 

pulmonar ovino afectado por Mh, como un indicador de la activación de mastocitos 
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por el tejido nervioso (Ramirez-Ramiro et aL, 2000 y 2001). 

Mannheimiosis se caracteriza por una intensa infiltración de neutrófilos en 

el tejido broncoalveolar, esta infiltración es inducida por la producción local de 

mediadores químicos proinflamatorios después del contacto con Mh y sus 

derivados principalmente con los macrófagos alveolares. Este evento es crucial 

para la eliminación de Mh, aunque también se sabe que la presencia de neutrófilos 

contribuye en forma significativa al daño celular observado. La migración 

endotelial de estas células en el tejido pulmonar, a diferencia de otros tejidos 

ocurre en los capilares y en menor grado en las vénulas. Debido a que el tamaño 

de los neutrófilos no les permite rodar por los capilares, estos adquieren una forma 

alongada para atravesar los capilares. Experimentos utilizando ratones deficientes 

en la expresión de L-selectina revelaron que esta molécula de adhesión no es 

requerida para la migración transendotelial de neutrófilos en pulmón (Doyle et aL, 

1997). La integrina P2 MAC1 es una de las más importantes mas no 

indispensables para este evento. 

Estallido respiratorio en neutrófilos 

Los receptores en neutrófilos y plaquetas de bovino incluyen moléculas 

acopladas a la proteína G y receptores de proteína tirosina cinasa. Estos 

receptores activan vías de señalización que involucran fosfolipasas (PLA2, PLC), 

proteínas tirosina cinasas y fosfatasas. A su vez estas enzimas activan moléculas 

adicionales con efectos descendentes de señalización. Como sucede en 

neutrófilos humanos, las partículas de zymosan opsonizadas inducen estallido 

respiratorio en neutrófilos de bovino por vías dependientes de la tirosina cinasa y 

proteína cinasa C (Clark, 1999). 

La patogenicidad de los radicales libres del oxígeno producidos por 

neutrófilos activados ha sido ampliamente descrita, pero las rutas específicas 

involucradas en la formación de estos radicales permanecen inciertas. El sistema 

NADPH oxidasa es el más estudiado al respecto, la inhibición de este sistema por 

apocinina ha demostrado la reducción del daño pulmonar en casos de neumonía 
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aguda y en casos de septicemia en cerdos de guinea. Respondiendo a una gran 

variedad de eventos que transmiten señales originadas desde la membrana, la 

avivación de la NADPH oxidasa parece ser iniciada por una reacción de 

fosforilación de la subunidad p47PhOX. Diferentes proteínas cinasas implicadas en 

el proceso aparentemente fosforilan varios grupos de serinas, donde cada 

fosforilación corresponde a una conformación tridimensional de la proteína. Este 

proceso altera el complejo formado por p47PhOX/p67PhOX/p40PhOX en la célula en 

reposo, esto resulta en la exposición de la fracción SH3 y de los dominios ricos en 

prolina, así como dominios PX. Este cambio resulta en la translocación de estas 

proteínas a la membrana, donde se asocian con el citocromo b55s. Las 

interacciones de los componentes citosólicos entre cada uno y con el citocromo 

estan mediadas por los dominios SH3, los cuales se unen específicamente a 

ciertas regiones ricas en prolina, mientras que las interacciones de los 

componentes de la oxidasa citosólica con la membrana están mediadas por 

dominios PX. En el complejo asociado de la membrana, p47PhOX, parece estabilizar 

la interacción de p67PhOX con el citocromo. La fracción p47PhOX por su parte, con su 

región de alta afinidad por NADPH, puede unirse a gp91 PhOX la cual contiene un 

sitio de baja afinidad para NADPH para formar una unión eficientemente catalítica 

de la enzima activa. El asa de 20 aminoácidos que cubre el sitio de unión de 

NADPH en gp91 PhOX , en su estado pasivo, se cree que es desplazado. NADPH 

entonces se une para completar el complejo, la transferencia de los electrones se 

inicia y por lo tanto la generación del radical superóxido. El superóxido por si solo 

posee bajo efecto bactericida, una vez dentro del fagosoma, el superóxido es 

convertido enzimáticamente a H202, que a su vez reacciona nuevamente con el 

superóxido restante para general radicales hidroxilo, oxígeno simple, ambos muy 

reactivos y muy tóxicos. El superóxido también puede reaccionar con oxido nítrico 

y generar peroxinitrito, un nitrógeno intermedio muy reactivo. El superóxido puede 

unirse al cloruro y generar ácido hipocloroso, un compuesto muy tóxico para casi 

todos los microbios. El ácido hipoclorito es de vida corta pero puede reaccionar 

con aminas secundarias para formar cloraminas las cuales son iguales de nocivas 

para los microbios pero poseen más estabilidad (Ross et aL, 2003). 
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Antecedentes 

Se ha identificado una adhesina a partir de una cepa de Mh A 1. La 

adhesina es una proteína de 68 kDa que aglutina eritrocitos de conejo y al parecer 

permite a Mannheimia adherirse a células de tráquea, esta interacción está 

mediada específicamente con residuos de ácido siálico en la célula blanco, la 

aglutinación de eritrocitos y la unión a células de tráquea fue inhibida previo 

tratamiento con N-acetyl-D-glucosamina (GlcNAc) o tratando los eritrocitos con 

neuraminidasa, indicando que el receptor es una sialoglicoproteína. Los efectos 

que esta adhesina pueda inducir en células de bovino no han sido determinados, 

pero su afinidad por azúcares sugiere cierta capacidad para unirse y reaccionar 

con varias células (Jaramillo et aL, 2000). 

Estudios en otro tipo de proteínas, específicamente lectinas que al igual que 

esta adhesina comparten especificidad por GlcNAc, han demostrado que pueden 

inducir cam~ios importantes cuando se exponen a algunos tipos de leucocitos. Un 

trabajo reciente demostró que la heveina (una lectina derivada del látex) activa los 

neutrófilos humanos provocando explosión oxidativa (Rojas et aL, 2001). De igual 

forma la adhesina de Helicobacter pylori, que posee especificidad por ácido 

siálico, se ha reportado que posee afinidad por neutrófilos, como determinantes de 

la patogenia de esta bacteria (Miller-Podraza et aL, 1999). 

Objetivo general 

Determinar si MhA reconoce leucocitos de bovino, analizar su especificidad y 

medir el estallido respiratorio en neutrófilos como un efecto biológico resultado del 

reconocimiento. 

Objetivos específicos 

t.- Purificar la adhesina a partir de extractos salinos 

2.- Evaluar el reconocimiento de MhA con leucocitos de bovino 

3.- Inducir el estallido respiratorio en neutrófilos utilizando la adhesina. 

4.- Purificar y caracterizar parcialmente el receptor de MhA en neutrófilos de 

bovino. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Lugar de estudio 

Los estudios fueron realizados en el Departamento de Bioquímica de la 

Facultad de Medicina y en el Departamento de Microbiología e Inmunología de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM. El cultivo de 

Mannheimia haemolytica se realizó en la Productora Nacional de Biológicos 

Veterinarios (PBONABIVE). La sangre utilizada en este estudio fue obtenida de 

bovinos sanos del Centro de Enseñanza, Práctica en Investigación en Producción 

y Salud Animal de la FMVZ de la UNAM. 

Cultivo de Mannheimia haemolyfica 

M. haemolyfica ST1 (Proporcionada por Dr. Glynn H. Frank, National 

Animal Disease Center, Ames lowa, USA) se cultivó en placas de agar sangre y 

se le hicieron las pruebas bioquímicas correspondientes. Posteriormente la 

bacteria fue inoculada en 4 matraces con 250 mi de medio líquido (PRONABIVE) 

por 8 horas a 3r C como inoculo para fermentador. Después dicho inócula fue 

depositado en un fermentador marca BRAAUNN con 80 L de medio de cultivo y se 

cultivó nuevamente 8 h a 37 0 C. El crecimiento fue mantenido hasta la fase 

logarítmica mediante el control de variables como presión, temperatura y pH. Por 

último el material fue centrifugado a 400 x g por 60 min para separar la biomasa 

del medio de cultivo. 

Obtención de extractos salinos 

Se obtuvieron extractos solubles por el método de extracción salina 

desarrollado por Gentry (1982), con el fin de obtener una fracción proteinica de la 

adhesina teniendo como indicador la actividad hemaglutinante de eritrocitos de 

conejo. La biomasa bacteriana fue fraccionada en lotes de 20 g, resuspendida en 

50 mi de PBS 0.2 M de pH 7.2 Y congelada a -70°C hasta su uso. Las 

suspensiones bacterianas fueron calentadas a 41 0 C por una hora en agitación 

constante, posteriormente se centrifugaron a 6000 x g durante 30 min y finalmente 
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se colectó el sobrenadante. El sobrenadante representó el material salino extraíble 

y contiene principalmente polisacáridos capsulares, proteínas solubles de la 

superficie bacteriana y bajas concentraciones de lipopolisacárido. Los 

sobrenadantes se precipitaron con sulfato de amonio a una saturación del 66% 

con el objeto de eliminar polisacáridos capsulares y recuperar las proteínas 

presentes, la precipitación se realizó por 48 .h a 4° C. Las fracciones fueron 

precipitadas a 900 x g por 60 min., se eliminaron los sobrenadantes y el material 

precipitado fue solubilizado en PBS, extensamente dializado contra agua destilada 

y posteriormente contra SSI (NaCI 0.15 M). Se determinó la actividad 

hemaglutinante de los extractos antes y después de haber efectuado el proceso 

de la precipitación Por último, se determinó la concentración de proteína de dichas 

fracciones por el método de Bradford (1976). 

Conservación del medio de cultivo 

El sobrenadante de cultivo restante de la biomasa fue preservado con 0.1 % 

de azida de sodio y almacenado a 4°C hasta su uso. Este material también fue 

utilizado para purificar adhesina que pudiera esta libre. 

Análisis Electroforético en Geles de Poliacrilamida-SDS 

Las proteínas presentes en los extractos salinos así como las fracciones 

posteriormente descritas fueron separadas en geles de poliacrilamida en 

presencia de SOS al 0.1 % de acuerdo al método descrito por Laemmli, 1976. Se 

utilizó en presencia de un gel concentrador al 5% y un gel separador al 12.5 % de 

archilamida. Se colocaron 10 I-Ig de cada fracción proteica en los carriles 

correspondientes y proteínas con peso molecular conocido (SIGMA ALORICH), los 

corrimientos se hicieron a 200 mA usando una solución amortiguadora de Tris­

glicina pH 8.3 con SOS al 0.1 %. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie al 

0.2 % Y se destiñeron con una mezcla de ácido acético/metanol, algunos geles 

también fueron teñidos por el método de nitrato de plata mediante un producto 

comercial. 
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Determinación de la actividad hemaglutinante 

La actividad hemaglutinante de los extractos salinos y del medio de cultivo, 

así como de sus fracciones no retenidas y retenidas de la cromatografía 

posteriormente descrita, se determinaron en eritrocitos de conejo al 2%. Se obtuvo 

sangre de conejos clínicamente sanos por medio de sangrado de la vena 

auricular, la sangre fue mezclada con citrato de sodio al 2 % en proporción 9:1. 

Los eritrocitos se lavaron 4 veces con solución salina isotónica y centrifugados a 

2500 x 9 por 10 min, finalmente se ajustó a una dilución del 2%. La actividad 

hemaglutinante de las fracciones proteicas se determinó en placas de micro­

aglutinación de fondo en U, efectuando diluciones dobles seriadas utilizando 25 mi 

de cada una de las fracciones en SSI y agregando el mismo volumen de 

eritrocitos. Los eritrocitos fueron utilizados en condiciones naturales y también se 

probaron después del tratamiento con tripsina (0.1 mg/ml del paquete de 

eritrocitos a 37 o C/30 min.). 

Estudios de la especificidad de la actividad aglutinante 

Se determinó la especificidad de la interacción hemaglutinina-eritrocito por 

ensayos de inhibición competitiva con azúcares simples y con glicoproteínas. Los 

azúcares fueron utilizados a una concentración de 0.2 M Y se usaron: N-Acetil­

glucosamina, N-Acetil-neuramínico y polímeros de GlcNAc como tri-acetil­

quitotriosa y di-acetil-quitobiosa. Las glicoproteínas utilizadas fueron fetuina, 

mucina estomacal porcina y mucina submaxilar bovina. 

Purificación de la adhesina por cromatografía de afinidad 

Con el fin de purificar la adhesina de 70 kDa se montó una columna de 

afinidad con estroma de eritrocitos de conejo tratados con glutaraldehído al 2% y 

atrapados físicamente en sefarosa. Se colectaron 50 mi de sangre utilizando 

citrato de sodio al 5% como anticoagulante (10: 1). El estroma de eritrocitos fue 

obtenido por choque hipo-osmótico, las membranas fueron lavadas por 

centrifugación a 12000 x 9 con SSI y posteriormente tratadas con glutaraldehído al 

1 %. El estroma fue mezclado con Sephadex G-25 y montado en una columna, de 
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acuerdo con Vázquez y cols. La columna de afinidad (155 cm3) se equilibró con 

PBS pH 7.2 Y se aplicaron los extractos salinos a una velocidad de 10 mI/h. Las 

fracciones no retenidas fueron eliminadas con PBS hasta que estas mostraron una 

"densidad óptica de cero, finalmente para la elución de la fracción retenida se 

utilizó ácido acético al 3%, por ultimo las fracciones fueron concentradas y 

dializadas contra PBS por centrifugación utilizando una membrana de exclusión de 

12000 Da. 

Obtención de sangre y separación de leucocitos 

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de bovinos Holstein 

clínicamente sanos. La sangre fue mezclada con citrato de sodio al 5% en una 

proporción 9:1. La separación de mononucleares se logró mediante gradientes de 

Percoll. La separación de neutrófilos se realizó por el método de lisis hipotónica 

(Weiss 1989) centrifugando la sangre a 900 g por 15 min separando 

aproximadamente el 60 % de la fracción roja inferior, esta fracción contiene el 90-

95% de neutrófilos. Los eritrocitos fueron eliminados utilizando una solución de 

lisis de cloruro de amonio (8.26 g NH4CI, 1.19 g NaHC03, 0.0378 g EDTA2Na, pH 

7.3, Y 1,000 mi de agua destilada). La fracción de leucocitos restante fue lavada 

tres veces con PBS. Mediante microscopía de luz se hicieron conteos totales, 

diferenciales y de viabilidad celular usando la cámara de Neubauer, la tinción de 

Giemsa y azul de tripano al 2%, respectivamente. Por último las células fueron 

resuspendidas en medio RPMI, PBS, o paraformaldehido al 4%, según fue 

necesario. 

Inmunocitoquímica 

Un microgramo de adhesina fue acoplada a isotiocianato de f1uoresceína 

(FITC) utilizando amortiguador de carbonatos. Suspensiones de leucocitos (5 x 

105
) fueron lavadas con una solución salina amortiguada complementada con 

albúmina serica bovina (BSA) e incubadas por 30 min a 37° C con MhA y otras 

lectinas, finalmente se realizaron incubaciones competitivas utilizando varios 

azúcares y glicoproteínas. Las células fueron analizadas por microscopia de 
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fluorescencia y por citometría de flujo. 

Citometría de flujo 

Los leucocitos positivos al reconocimiento por MhA fueron determinados por 

citometría de flujo utilizando un FACS Excalibur, Becton Dickinson Co. (Mountain 

View, CA, USA). Los leucocitos fueron suspendidos (1 x1 06 in PBS) e incubados 

por separado en FITC-MhA en concentraciones de 0.1 ¡.tg a 10 ¡.tg, por 15 mino a 

4°C. Después de la incubación las células fueron lavadas en PBS-BSA-A y fueron 

suspendidas en 1 mi de solución FACS y analizadas en el citómetro citado. Los 

análisis fueron en base a 10,000 células. El número de leucocitos positivos a MhA 

fue determinado en ensayos por triplicado usando FITC-MhA. La especificidad de 

MhA fue demostrada por la inhibición adhesina-célula agregando 200 ¡.tI de 200 

mM GlcNAc diluidos en la suspensión de leucocitos-PBS y analizados por 

citometría de flujo. 

Estallido respiratorio en neutrófilos 

El estallido respiratorio fue analizado en neutrófilos de sangre periférica 

utilizando una solución de nitro-azul de tetrazolio (NBT) con zymosan. El NBT al 

0.2% se diluyó en solución salina isotónica, se filtró utilizando una membrana de 

0.45 ~m y fue incubado con 0.1 % de zymosan en baño María a 37° C por 2 h en 

agitación suave. El ensayo fue realizado con una suspensión de 1 x 105 células en 

50 ~I de medio de cultivo RPMI utilizando una microplaca de 96 pozos. Las células 

fueron incubadas por 30 min a 37° C con una atmósfera de 5% de C02 para 

formar una monocapa de neutrófilos adheridos. MhA, WGA y PMA (0.5 mg) fueron 

agregados a cada pozo. Cien microlitros de NBT -Zymosan fueron agregados y la 

placa fue incubada bajo las mismas condiciones antes descritas por 60 mino El 

sobrenadante fue eliminado y los pozos fueron lavados suavemente con metanol 

al 70% y secados a temperatura ambiente hasta su evaporación total. Después se 

adicionaron 120 ~I de KOH 2M a cada pozo y se incubó a temperatura ambiente 

por 60 min con agitación suave, finalmente se adicionaron 140 ~I de dimetil 

sulfóxido y se homogenizo el contenido con una micropipeta hasta obtener el 
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cambio de coloración. La reducción del NBT fue medida en un lector de ELlSA 

usando como blanco tres pozos sin células con solución NBT-Zymosan. La 

especificidad del efecto inducido por MhA y WGA fue confirmado mediante la 

previa incubación de las lectinas con carbohidratos específicos (200 mM). 

Preparación de proteínas de membrana de neutrófilos 

Una vez separadas la células fueron lavadas tres veces con PBS pH 7.2 Y 

posterior a la cuantificación se llevó a cabo la preparación de proteínas de 

membrana por lisis celular bajo condiciones de preservación de la integridad y 

función del receptor. El tritón X-100 tiene un extenso uso como agente lítico y 

presenta una ventaja particular al no lisar la membrana nuclear y por lo tanto no 

genera una solución viscosa de ácidos nucleicos. Se utilizó 1 mi de solución de 

lisis por cada 100 x 106 células, utilizando tritón al 1 % en PBS, inhibidores de 

poteasas (Sigma) y PMSF con especificidad por proteasas contra cisteina, serina y 

ácido aspártico, así como aminopeptidadasas. Las soluciones fueron mezcladas 

con el botón de células y la mezcla puesta en agitación por 30 min a 4° C. Por 

ultimo la muestra fue centrifugada a 12000 x g por 30 mino El sobrenadante 

representa principalmente proteínas de membrana. 

Purificación del receptor de MhA en neutrófilos 

Se preparó una columna de afinidad de sefarosa activada con bromuro de 

cianógeno (4 cm3
) acoplada a MhA. Se prepararon lisados de neutrófilos utilizando 

triton X-100 al 0.1 %, e inhibidores de proteasas (Sulfonil f1uoruro fenil metano­

PMSF) y PBS como diluyente. Díez millones de neutrófilos fueron tratadas con las 

soluciones mencionadas incubando a 4° e por 30m en aguitación, posteriormente 

la muestra fue centrifugada a 12000 x g por 30 min, el sobrenadante representa el 

lisado de membranas. Se determinó la concentración de proteína por el método de 

Bradford y el lisado fue trasferido a la columna de afinidad, después la columna 

fue lavada con PBS hasta obtener una DO (280nm) negativa. La fracción retenida 

fue eluida con una solución de PBS-GlcNAc 200 mM. La fracción retenida fue 

concentrada utilizando tubo de diálisis y dializada contra agua destilada por 48h. 
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Determinación de la secuencia primaria del receptor de MhA 

La secuencia de aminoácidos del receptor de MhA se determinó por 

espectrometría de masas mediante ionización deserción asistida con laser 

(MALDI-TOF) en péptidos obtenidos por digestión con tripsina: Después de la 

electroforesis, las banda que contenía las fracción de proteína de 83 kDa, fue 

cortada del gel y digerida con 0.05 mg de tripsina en 500 mi de bicarbonato de 

amonio, pH 8.0 a 37°C durante 24 h. El efecto de la tripsina fue inhibido dejando la 

mezcla a 2°C por 4 horas. La fracción digerida se secó por evaporación usando un 

Gyrovap (Howe, Londres). Las muestra se preparo mezclando directamente 1 ~I 

de los productos de la reacción (conteniendo 50 pM) con 1 ~I de ácido 2,5-

dihidroxibenzoico (12 mg/ml en CHO, 70:30), dejando cristalizar la mezcla a 

temperatura ambiente. Los iones positivos de los péptidos se analizaron por 

MALDI-TOF, en un espectrofotómetro de masas Vis ion 2000 (Finnigan MAT 

Bremen, Germany) equipado con un lector UV a 337 nm. Los espectros de masa 

se midieron en modo reflectrón bajo voltaje de aceleración y detección positiva. 

Como control se utilizó Tripsina para identificar los péptidos libres y Angiotensina 

como estandar (Mr 296.7) (Helman et aL, 1995). Las masas de los iones de cada 

péptido fueron comparadas en una base de datos obtenida de NCBlnr (Profound 

2004/01/26). 
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RESULTADOS 

Cultivo de M. haemolytica y purificación de la adhesina 

Mannheimia haemo~ytica fue cultivada en medio líquido utilizando peptona 

de carne, peptona de caseína y levadura como componentes principales. La 

bacteria fue cultivada por 8 h a 370 C. Se obtuvieron 250 g de biomasa y 

aproximadamente 80 litros de sobrenadante de medio de cultivo. El perfil de 

purificación de la adhesina se muestra en la Tabla 2. La adhesina fue capaz de 

aglutinar eritrocitos de conejo al 2% pero no aglutino eritrocitos de otras especies, 

tal como se había descrito por Jaramillo y cols. La concentración mínima para 

aglutinar eritrocitos al 2% fue de 1 J..Ig. El perfil electroforético en un gel de . 

poliacrilamida al 10 % mostró una banda de aproximadamente 68 kDa en ambas 

fracciones (Fig. 3). 

De las fracciones obtenidas podemos observar que la fracción purificada a partir 

de biomasa mostró una actividad específica cinco veces mayor que la adhesina 

purificada de medio de cultivo. La elusión del material retenido se realizó con ácido 

acético glacial al 3% o 200 mM de GlcNAc (Fig. 2). El perfil de elución con GlcNAc 

fue similar al obtenido con ácido acético (Tabla 2). 

Reconocimiento de leucocitos por MhA (Inmunocitoquímica) 

Como podemos observar en la figura 4 de microscopia de fluorescencia el 

45 ± 5 % de los leucocitos marcados con MhA-FITC fue reconocido por la 

adhesina de 69 kDa. La incubación de MhA-FITC con neutrófilos resultó en 90 ± 5 

% de reconocimiento de estas células. La incubación posterior con GlcNAc 

disminuyo en aproximadamente un 30% este reconocimiento. 

Citometría de flujo 

Los resultados de citometría de flujo en leucocitos incubados con MhA-FITC 

fueron analizados mediante plantillas de tamaño contra granularidad, mostrando 

tres poblaciones diferentes bien definidas. MhA-FITC reconoció preferentemente 

neutrófilos y en menor grado monocitos, mientras la especificidad de la interacción 
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fue demostrada con el uso de GlcNAc. El análisis de reconocimiento se hizo en 

plantillas de intensidad de fluorescencia contra número de células (Figs. 5-8). 

Especificidad de la interacción de MhA 

La especificidad de la interacción MhA-neutrófilos fue analizada mediante 

competencia con carbohidratos y glicoproteínas. Con el propósito de evaluar la 

participación de los residuos de ácido sálico de membrana en el reconocimiento, 

se realizaron tratamientos a diferentes tiempos y concentraciones con sialidasa de 

Vibrio cho/erae. La inhibición con azúcares simples no fue significativa, los 

polímeros de GlcNAc tampoco mostraron un efecto competitivo cuando se 

incubaron con MhA. De las glicoproteínas utilizadas, fetuina fue el mejor inhibidor 

del reconocimiento (26%). El tratamiento con sialidasa aumentó el reconocimiento 

de MhA a 45 min utilizando 0.2U de la enzima. La Tabla 3 resume estos ensayos, 

la intensidad del reconocimiento se expresa en IMF (intensidad media de 

fluorescencia ). 

Estallido respiratorio en neutrófilos 

Los neutrófilos fueron estimulados con 25 ¡.tg de MhA por 1 x 105 células 

como dosis optima. MhA logro estimular el estallido con una intensidad similar a 

PMA y a WGA (Fig. 9). El efecto fue inhibido significativamente con GlcNAc y 

NeuAc aunque este último con menor intensidad (Tabla 4). 

Composición de aminoácidos 

El análisis mostró que los aminoácidos más abundantes son glicina, ácido 

aspártico, alanita, ácido glutámico y serina, con una cantidad moderada de lisina, 

valina y ácido glutámico, así como un contenido bajo de arginina, metilalanina, e 

isoleucina (Tabla 5). 

Caracterización parcial del receptor de MhA en neutrófilos de bovino 

La cromatografía de afinidad nos permitió purificar una fracción proteica que 

fue eluida con GlcNAc. La fracción concentrada fue capaz de inhibir la actividad 
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aglutinante de MhA. El perfil electroforético de esta fracción fue la presencia de 

dos proteínas de 80 y 83 kOa respectivamente (Figura 11). Estas proteínas fueron 

analizadas por el secuenciación de masas (MALOI). El análisis preliminar de estas 

masas con secuencias homólogas revela un 29% de homología con la 

metavinculina, proteína de membrana asociada con procesos de señalización 

celular y activación de la actina. 
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Conclusiones y discusión 

Mannheimia haemolytica es el principal agente del complejo respiratorio 

bovino (Whiteley et al, 1992; Confer et al, 1995; Jaques y Paradis, 1998). En un 

trabajo previo (Jaramillo et aL, 2001), se demostró que Mh posee una adhesina 

(MhA) que es liberada al medio de cultivo y su concentración aumenta cuando la 

bacteria se incuba a 41°C. Aunque MhA participa en la colonización de superficies 

mucosas del bovino, su papel en la patogénesis de Mannheimiosis es 

desconocido. 

En este trabajo nosotros encontramos que MhA reconoce específicamente 

neutrófilos polimorfonucleares (CD16+) y en menor frecuencia monocitos (CD14+) 

pero es incapaz de interactuar con linfocitos. Esta propiedad de reconocimiento 

fue dependiente del reconocimiento específico de los receptores con residuos de 

GlcNAc, como pudo demostrarse con los ensayos por competencia con dicho 

azúcar en forma pura. 

MhA reconoció neutrófilos en forma pura, pero también activó su estallido 

respiratorio. El efecto de zymosan fue utilizado como control para evaluar el 

proceso de fagocitosis. La activación del estallido respiratorio por fagocitosis a 

través de mecanismos dependientes de la enzima NADPH ha sido anteriormente 

descrita (Rossi, 1986)., sin embargo MhA mostró mas capacidad (P < 0.01) que 

zymosan para inducir estallido respiratorio. 

El efecto inducido por MhA en neutrófilos es probablemente debido a la alta 

densidad de residuos terminales no · reductores de GlcNAc (de la Fuente et aL, 

2003; Kneass y Marchase, 2005) los cuales pudieran jugar un papel relevante en 

la activación de neutrófilos, estos resultados fueron confirmados por el hecho de 

que el efecto de MhA en estas células fue inhibido mas por olígomeros (GlcNach 

que por GlcNAc. El grupo axial OH en C4 de GlcNAc es esencial para la 

interacción con Mh (Jaramillo et aL, 2001). La adhesina mostró afinidad por 

glicoproteínas que característicamente poseen glicanos sialilados en posiciones 

antenarias bi y tri N-glicosiladas del tipo N-acetil lactosamínico y N,N'diacetil 

quitobiosa tales como fetuina (Spiro y Bhoyroo, 1974; Takasaki y Kobata, 1986), 

glicoproteina acido U1 (Fournet et al, 1978) y en menor proporción con transferían 

26 



-----------~~~ ~ 

(Montreuil, 1975). El ácido neuramínico inhibió la interacción, sin embargo, este 

azúcar parece participar el la interacción de MhA con glicoproteinas. Puede ser 

posible que el hidroxilo en posición 4 y 5-NHAc en el anillo de Neu5Ac esten 

alineados con el mismo grupo de GlcNac (3-0H y 2-NHAc) en la secuencia del 

oligosacárido (Ichikawa et aL, 1990), sin embargo el núcleo de 

N,N'diacetilquitotriosa en inhibidores desialilados pudiera explicar porque estas 

glicoproteinas inhiben el efecto de MhA. 

En la primera parte de nuestra investigación determinamos la capacidad de 

MhA para interactuar específicamente con neutrófilos de bovino y activar su 

estallido respiratorio. La adhesina de 68 kDa aglutina específicamente eritrocitos 

de conejo y participa en la interacción de Mh con epitelio traqueal. El tratamiento 

de neutrófilos con sialidasa aumento el reconocimiento de MhA, la disposición de 

los residuos de ácidos sialico en la membrana de estas células podría estar 

interfiriendo con la interacción de MhA y su (s) receptor (es). 

En este trabajo nosotros purificamos un receptor para MhA en neutrófilos 

de bovino (MhAr) mediante cromatografía de afinidad utilizando sefarosa como 

matriz de soporte. El MhAr corresponde al 0.43% del Iisado total y es una proteína 

de 83 kDa compuesta principalmente por Glx, Asx, Ser y Gly. La porción de 

glicina, que corresponde al 20% esta compuesta principalmente por NeuAc, 

GlcNAc, manosa y galactosa. La huella peptídica fue determinada con péptidos 

tratados con tripsina mediante la técnica de MALDI-TOF, indicando una homología 

con vincullna (34%) y con una proteína similar a MAL T (Asociada a mucosa 

linfoide), una isoforma de la proteína de translocación de tejido linfoide de Gal/us 

gal/us (17%). Metavinculina es una porción variante que forma un complejo con 

vinculina y es expresada en músculo cardiaco y músculo liso. Metavinculina es 

caracterizada por un inserto de 60 aminoácidos dentro de su dominio carboxilo­

terminal (anclaje microfilamentoso), esta proteína es modulada en sitios de 

adhesión muscular a través de la organización de la formación del heterodímero 

de vinculina-metavinculina, el cual induce una supra-organización con f-actina 

(Rudiger et al, 1998; Witt et aL, 2004). 
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MhA interactúa con receptores que contienen GlcNAc en neutrófilos, dichos 

receptores podrían ser expresados en la superficie de estas células en un estado 

de activación o de maduración (Terr, 1997). La modificación de proteínas por 

GlcNAc sugiere un papel en la regulación de una variedad de rutas en la 

transducción de señales en neutrófilos, tales como motilidad y migración 

direccional dirigida por quimioatrayentes del tipo formyl-metionina-Ieucina­

fenilalanina (fMLP) en neutrófilos, reportes previos sugieren que el estallido 

respiratorio inducido por la estimulación con receptores con GlcNAc por lectinas 

vegetales con especificidad similar tales como heveina pueden ser dependientes 

de la reorganización de microfilamentos y funciones de serina proteasa (Rojas et 

al, 2001). GlcNAc parece modular las actividades de señalización intermedia 

conocidas por regular el movimiento de los neutrófilos. Varios autores sugieren 

que la acilación de GlcNAc en proteínas de membrana es un elemento importante 

en la señalización en neutrófilos, mas aún, nuestros estudios indican que este 

residuo es utilizado específicamente por M. haemolytica a través de su adhesina 

para inducir procesos proinflamatorios y esta característica podría ser común 

dentro de las bacterias del grupo HAP (Jaques y Paradis, 1998., Kneas et aL, 

2005, Millar-Podraza et aL, 1999). 
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Tabla 1 Sistemas de adhesina-receptor encontrados en bacterias del grupo HAP y 

otras bacterias 

(Jaques y Paradis, 1998), a (Hamer-Barrera el al; 2004), b (Kubiel 2000), e (Boekema el al; 2003), d (Enríquez-Verdugo el 

al; 2004 y Van Overbeke el al; 2002), e (Jaramillo el al; 2000) , f (MeNail el al; 2002), 9 (Klemm y Shembri, 1999). 
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Tabla 2. Hemaglutinación por MhA en presencia de eritrocitos de conejo al 2%. 

Fracción Concentración. de Proteína UHA Actividad específica 

Extracto salino 18 123776 6876 

No retenido 15.2 1066 68 

Retenido 0.29 60802 208227 

Medio de cultivo 580 18402 15.5 

No retenido 312.5 165 0.264 

Retenido 0.24 18493.5 38528 

1 Unidades de hemaglutinación en la presencia de eritrocitos de conejo 

Tabla 3. Intensidad de la interacción de MhA en presencia de carbohidratos, 

glicoproteínas y tratamiento con sialidasa. 

COMPONENTE CONCENTRAC/ON IMF 

(mM/U) 

MhA 1¡.Jg 77.19 

GlcNAc 200 30.24 

Fetuina 200 26.32 

N'N'-triacetyl 200 76.4 

quitotriosa 

Sialidasa 15 min 0.2 81 .54 

Sialidasa 30 min 0.2 97.37 

Sialidasa 45 min 0.2 
~ _. ~ 

130.27 
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Tabla 4. Reducción de azul de tetrazolium (NBT) por neutrófilos de bovino (~g/4 x 

105 cells) 

Estimulación Concentración nmoles NBT 

NBT (control) 18 1.7 ± 0.7 

PMA 25 5.9 ± 0.8* 

MhA 9 4.7±1.1* 

MhA+ GlcNAc 9 2.4 ± 0.4** 

MhA+MhANr 6 2.1 ± 0.3** 

Zymozan NBT 7 2.8 + 0.7** 

Valores numéricos representados en media ± SD de cuatro experimentos. * Se observó 

diferencia significativa (p<0.05) determinada por Mann-Whitney prueba de U, cuando el 

efecto fue comparado con las células tratadas con NBT y **(P<0.05) cuando el efecto fue 

comparado con el inducido con MhA. PMA fue utilizado como estimulante control 

positivo. Una concentración 200 mM de GlcNAc y 10 Jlg de MhAr. 
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Tabla 5. Composición de aminoácidos para el receptor de MhA en neutrófilos de 
bovino. 

Amino acido Residuos por molécula* % 
Acido aspártico 50 10.03 
Acido glutámico 54.4 11.72 
Prolina 0.0 0.00 
Serina 57.7 9.13 
Glicina 100 11.30 
Histidina 8.56 2.00 
Arginina 11.75 3.08 
Treonina 29 5.37 
Alanita 83.1 11.15 
Prolina 25.5 4.42 
Tirosina 3.85 1.05 
Valina 39.7 7.00 
Metionina 7.3 1.64 
Cisterna 1.92 0.35 
Isoleucina 21.7 4.29 
Leucina 41.9 8.27 
Fenilalanina 14.3 3.57 
Lisina 25.5 5.63 
Total 526.18 100.00 

*Considerando un peso de 83 kDa y que el receptor contiene 20% de peso en 
azúcar. 

Tabla 6. Composición de carbohidratos en el receptor de MhA en neutrófilos de 
bovino. 

Carbohidrato Residuos Residuos por molécula* 
% 

Gal 21 16.3 
Man 15 11.3 

GalNAc 49 31.0 
GlcNAc 11 7.3 

NeuAc 4 1.8 
*Considerando 83 kDa y que el receptor contiene 20% de su peso en azúcar. 
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Tabla 7. Mapa peptídico del receptor de neutrófilos para la adhesina de 
Mannheimia haemolytica. 

miz a.a.Position Peptide seguence 
841. 502 32 39 AAPGKGWR 
943 . 432 -8l6 823 
1174.577 721 731 
1174.577 237 246 
1229.565 503 512 
1348.631 770 780 
1476.715 327 339 
1528.833 571 584 
1548.819 489 502 
1637.843 429 442 
1700.860 429 444 
1706.769 593 607 
1717.873 480 496 
1818.943 529 544 
1949.001 174 188 
1973.003 88 105 
1982.035 503 520 
2008.960 282 300 
2035.032 114 132 
2041.069 739 758 
2075.158 36 56 
2083.994 562 581 
2097.080 353 372 
2149.041 593 611 
2163.116 114 133 
2231.100 681 699 
2295.111 190 210 
2398.095 166 186 
2580.259 187 209 
2380.202 608 629 
2446.198 1 23 
2701.371 831 853 
3100.652 8 35 

SFLDSGYR 
SLLDASEEAIK 
MSAEINEIIR 
WIDNPTVDDR 
EVENSEDPKFR 
MLGQMTDQVADLR 
ALASQLQDSLKDLK 
AAVHLEGKIEQAQR 
ETGLNVFLLDMCRK 
DDILRSLGElAALTSK 
AYVTDFPLDLDVDPK 
AVANSRPAKAAVHLEGK 
LANVMMGPYRQDLLAK 
MIDERQQELTHQEHR 
LVQAAQMLQSDPYSVPAR 
WIDNPTVDDRGVGQAAIR 
GWLRDPNASPGDAGEQAIR 
GILSGTSDLLLTFDEAEVR 
VAMANIQPQMLVAGATSIAR 
AIPDLTAPVAAVQAAVSNLVR 
GEGESPQARALASQLQDSLK 
AQQVSQGLDVLTAKVENAAR 
AYVTDFPLDLDVDPKEANK 
1 GILSGTSDLLLTFDEAEVRK 
1 ILLRNPGNQAAYEHFETMK 

LEVCDLQDTAHGSLISLPEKK 
VNDAGFYICRVNSESSFTFSR 

WARLEVCDLQDTAHGSLISLPEK 
1 LLAVAATAPPDAPNREEVFDER 
MSEPPCSPPGSLPLSRLAEPLLR 
1 VREAFQPQEPDFPPPPPDLEQLR 

o TIESILEPVAQQISHLVIMHEEGEVDGK 

RelatedProtein 
MALT 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
MALT 
VIN 
MALT 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
VIN 
MALT 
VIN 
VIN 
MALT 
MALT 
MALT 
VIN 
MALT 
VIN 
VIN 

*Análisis peptídico de MhAr en neutrófilos, obtenido por digestión con tripsina 

mediante MALDI-TOF. Los peptidos fueron comparados con los valores relativos 

obtenidos de la base de datos NCBlnr (ProFound 2004/06/01). Las principales 

homologias encontradas fueron: VIN, Vinculina (34%) de Mus musculus y MAL T­

Iymphoma assoaciated translocation protein de Gallus gallus. 
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Fig 1.- Producción de los diferentes factores de virulencia durante el crecimiento 
de Mannheimia haemolytica 8T1. 

45 



1.0 

T\ 
D0280 

0.2 

5 10 15 20 

Número de fracción 

Actividad hemaglutinante de MhA 

--0--0 Título inverso hemaglutinante 

32 

2 

25 

Figura 2. Purificación de la adhesina de M. haemolyfica por cromatografía de 

afinidad. Los extractos salidos bacterianos fueron vertidos en una columna 

conteniendo estroma de eritrocitos de conejos atrapados en Sephadex G-25 

amortiguada con PBS. El material no retenido fue eliminado con PBS y la 

adhesina fue eluida con 200 mM de GlcNAc diluidos en PBS . 
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Figura 3. Electroforesis en gel SOS del extracto total y fracción pura de MhA. A: 

1 O ~g de fracción retenida con actividad aglutinante, B: 25 ~g de extracto total 

bacteriano 
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Fig. 4 Especificidad de MhA por leucocitos totales. Una suspensión de leucocitos 
fue fijada en un porta objetos con metanol al 70% e incubada por 30 min a 37° C. 
Las células fueron observadas con un microscopio de fluorescencia convencional. 
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reconoció débilmente células mononucleadas, Fig. 5 (*IMF 5.7). Los neutrófilos 

fueron reconocidos en su totalidad observándose tres grupos con diferente 

intensidad Fig. 6.EI tratamiento con sialidasa contribuyo a un mejor reconocimiento 

Fig 7 De los carbohidratos y las glicoproteínas utilizadas para la inhibición, GlcNAc 

fue el inhibidor más potente Fig 8. 

*Intensidad Media de Fluorescencia 
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Figura 9.- Perfil de elución del receptor de MhAr por cromatografía de afinidad en 
una columna de Sepharosa-MhA. Se aplicaron 2.4x107 equivalentes celulares a la 
columna de 5 mi previamente equilibrada con PBS de pH 7.2. La columna se lavó 
con PBS para eliminar la fracción no retenida. La fracción retenida se eluyó con 
GlcNAc 200 mM. A cada fracción de 1 mi se le determinó absorbancia a 280 nm. 
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones 
reductoras (SDS-PAGE) de la fracción total (1) Y la retenida del lisado celular (2) 
de neutrófilos de bovino teñidos con azul de Coomassie y plata respectivamente. 
En el carril 2 se muestra dos bandas de 83 kDa y de 81 kDa correspondientes a la 
fracción retenida. 
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