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II. RESUMEN

La Pasteurelosis Neumonica es una enfermedad que afecta a rumiantes en general, la morbilidad y
mortalidad que ocasiona en el ganado es un problema desafiante y persistente. Actualmente, no se ha
podido controlar ni prevenir totalmente esta enfermedad, debido a que no se ha logrado entender del
todo su patogenia, asi como tampoco se ha obtenido un bioldgico eficaz. La Mannhemiosis Neumonica
(Pasteurelosis Neumonica) es una enfermedad de etiologia multifactorial e involucra una combinacion de
estrés, factores ambientales y agentes infecciosos. Sin embargo, Mannheimia haemolytica es el principal
agente microbiano causal de la pleurobronconeumonia fibrinosa severa desarrollada en los animales
afectados por esta enfermedad. Muchas bacterias Gram (-) producen microvesiculas de membrana
externa durante su fase de crecimiento normal. Durante su formacion, las microvesiculas engloban una
gran cantidad de componentes considerados importantes factores de virulencia. M. haemolytica elimina
mdltiples proteinas de interés inmunogénico, contenidas en estas microvesiculas, liberadas una vez que se
le somete a estrés, por lo que la capacidad inmunogénica de éstas, sera capaz de despertar una adecuada
respuesta inmune humoral, que evite que los individuos que se expongan a las cepas de campo,
desarrollen cuadros patoldgicos caracteristicos de la enfermedad. El objetivo principal de este trabajo fue
obtener y caracterizar a las microvesiculas de M. haemolytica serotipo A2 (cepa de campo) y evaluar la
respuesta inmune desarrollada por ovinos inoculados con ellas, para proponer su utilizacion como
biolégico. Se identificaron en M. haemolytica serotipo Al (cepa de referencia) y A2 (cepa virulenta de
campo), microvesiculas de membrana externa, en las cuales se caracterizaron los principales antigenos de
la bacteria: leucotoxina, lipopolisacarido, proteinas de membrana externa (PME) y una fraccion de DNA,
mediante diferentes técnicas de tincidén, inmunodeteccion y moleculares. Posteriormente se inmunizaron
40 corderos divididos en 5 grupos, a los que se les inoculd: Grupo A (Vacuna comercial / I1.M.), Grupo B
(MVs / I.N.), Grupo C (SSF / I.M.), Grupo D (MVs / I.M.) y Grupo E (PME / I.M.), al dia 37 de acuerdo al
calendario de inmunizacion se desafiaron los cinco grupos con PI3 por via endotraqueal y a los 8 dias
después se desafié con una cepa virulenta de campo de M. haemolytica A2 por la misma via. Finalmente
se obtuvieron sueros de estos animales para su evaluacion de los viveles de IgG e IgM mediante ELISA
Indirecta. Se establecieron titulos basales en el primer muestreo, dado que los ovinos convencionales no
son animales libres de M, haemolytica. Los titulos de IgG y de IgM a partir del quinto muestreo fueron
significativamente diferentes con respecto a los basales (P<0.05), permaneciendo asi hasta el final del
experimento, demostrando de esta manera la capacidad inmunogénica de las microvesiculas para elevar la
respuesta inmune humoral. Posteriormente se evaluaron macroscépica y microscopicamente las lesiones
encontradas en los ovinos al sacrificio. El Grupo A y el Grupo D, desarrollaron Unicamente neumonias
intersticiales. Lo cual sugiere que las microvesiculas de M. haemolytica A2, protegieron contra el desarrollo
de lesiones neumonicas caracteristicas de la enfermedad. Los altos titulos de anticuerpos observados en
los animales vacunados con microvesiculas por via I.N., asi como los vacunados con PME por via I.M., no
necesariamente resultaron en una buena proteccién contra el desarrollo de lesiones. La mejor via de
inmunizacion con microvesiculas de M. haemolytica fue la intramuscular, ya que los animales vacunados
por esta via no desarrollaron lesiones significativas o caracteristicas de la enfermedad. Las microvesiculas
son inmundgenos muy completos que despiertan una respuesta inmune humoral y pueden proteger contra

el desarrollo de lesiones a nivel pulmonar, caracteristicas de la enfermedad a nivel de campo en ovinos.

Palabras claves: Mannheimia haemolytica, neumonia, microvesiculas, ovinos



II1. ABSTRACT

Pneumonic Pasteurelosis is a disease that mainly affects ruminants, the morbidity and mortality that it
causes in the cattle is a challenging and constant problem. At the moment, it has neither been possible to
control nor to prevent this disease, since its pathogenicity has not been totally understood, and there is
not an effective vaccine. Mannheimia haemolytica is the main causal microbial agent of the severe
fibrinous pleurobronchopneumonia developed in animals affected by this disease. Many Gram (-) bacteria
produce external membrane microvesicles during the normal growth. During their formation, the
microvesicles include a lot of components, all considered important factors of virulence. M. haemolytica
eliminates multiple proteins of immunogenic interest, contained in these microvesicles, released under
stress conditions, and by this reason they should be able to begin a suitable humoral immune response,
avoiding the develop of pathological changes, characteristic of the disease in the animals exposed to field
strains. The main objective of the present study was to obtain and characterize the microvesicles of M.
haemolytica serotype A2 (field strain), and to evaluate the immune response developed by sheeps
inoculated with them, and propose its use as a vaccine. Microvesicles were identified in M. haemolytica
serotype Al (reference strain) and A2 (field virulent strain), in which the main bacterial antigens were
characterized: leucotoxin, lipopolysacharide, external membrane proteins (PME) and a fraction of DNA, by
different staining, immunodetection and molecular techniques. Later, 40 lambs were asigned in 5 groups
and inoculated as follows: Group A (comercial vaccine/I.M.), Group B (MVs/I.N.), Group C (FSS/I.M.),
Group D (MVs/I.M.) and Group E (PME/I.M.), at 37th day, according to the immunization calendar, all
groups were challenged with PI3 (endotracheal route) and 8 days later, all groups were challenged with a
M. haemolytica A2 virulent strain (same route). Finally, sera samples were obtained from the animals to
evaluate IgG and IgM levels, by indirect ELISA. Basal titles in the first sampling settled down, since the
conventional sheep is not free of M. haemolytica. The IgG and IgM titles from the fifth sampling and on,
were significantly different, respect to the basal ones (P<0.05), thus remaining until the end of the
experiment, demonstrating the mi microvesicles immunogenic capacity to elevate the humoral immune
response. Later, the lung damage found in the animals was macroscopically (at slaughter) and
microscopically evaluated. Group A and Group D, developed only interstitial pneumonia, suggesting that
M. haemolytica A2 microvesicles protected against the development of pneumonic damage, characteristic
of the disease. The high titles of antibodies observed in the animals vaccinated with microvesicles by I.N.
route, as well as the vaccinated ones with PME by I.M. route, not necessarily protected against the
damage development in the disease. The best immunization route with microvesicles M. haemolytica was
the intramuscular one, since the animals vaccinated by this route did not develop significant pneumonic
damage or other characteristics of the disease. Microvesicles are very complete immunogens, which can
begin a humoral immune response and can protect against the development of pneumonic damage,
suggestive of the disease at field level in sheep.

Key words: Mannheimia haemolytica, pneumonia, microvesicles, sheep.



I. INTRODUCCION

I.1 Antecedentes.

Las neumonias, a través del mundo, son la principal causa de muerte en ovinos y
bovinos ocasionando importantes pérdidas econdmicas en la industria del ganado. Tan
solo en América del Norte, se pierden un billdn de ddlares anualmente y en otras
partes del mundo, aproximadamente un 30% del total del ganado global muere por
esta causa. Las pérdidas econdmicas incluyen no tan solo la muerte de los animales,
sino también disminucion en ganancias de peso, menor eficiencia en la conversién
alimenticia y costos elevados del tratamiento en animales afectados con neumonia

cronica, entre otros .

Estudios realizados en México destacan la importancia de las neumonias en
becerros, ya que clinicamente la incidencia y prevalencia alcanzan hasta un 24% en la
etapa de lactancia 2. Otros estudios sobre mortalidad de corderos han determinado que
la muerte asociada a neumonias puede rebasar el 20%. En estos trabajos se ha
demostrado que el mayor porcentaje de mortalidad por problemas neumdnicos se

acentta entre los dos y tres meses de edad >*.

Los datos sobre prevalencia de neumonias varian segun el pais de procedencia,
tipos de explotacion, edad de los animales y época del afo en que se realiza el estudio.
Las tasas promedio de incidencia en corderos varian del 10 al 40%, tanto en México
como en el extranjero. Sin embargo, los valores obtenidos en estudios de Centros de
Diagndstico son mas bajos que los de rastro °.

La pasteurelosis neumdnica bovina fue descrita por primera vez en los Estados
Unidos en 1915 y en 1921, se aisld el germen de rumiantes posteriormente en el Reino
Unido se reportd hasta 1925 . Para 1932 se propuso el nombre de Pasteurella
haemolytica ’. La morbilidad que ocasiona la pasteurelosis neumodnica bovina en el
ganado es un problema desafiante y persistente. Actualmente, no se ha podido
controlar ni prevenir totalmente esta enfermedad, debido a que no se ha logrado
entender completamente su patogenia ®.



Esta enfermedad es multifactorial e involucra una combinacién de estrés,
factores ambientales y agentes infecciosos. La etiologia, epidemiologia y lesiones han
sido bien estudiadas y es generalmente aceptado que Mannheimia haemolytica es el
principal agente microbiano asociado a problemas neumonicos de rumiantes ° y de la

pleurobronconeumonia fibrinosa severa, lesion caracteristica de la enfermedad %2,

1.2 Mannheimia haemolytica.

M. haemolytica es una bacteria gram negativa de forma cocobacilar (1 a 3 um de
didmetro), inmovil, encapsulada, oxidasa positiva, indol negativa, aerobia y anaerobia
facultativa; fermenta glucosa y otros carbohidratos, produciendo acido pero no gas; es
negativa a las pruebas de rojo de metilo, gelatinasa y Voges Proskauer. Crece en agar
Mc Conkey, en medios enriquecidos como agar chocolate y agar sangre produciendo
hemolisis completa y formando colonias de color blanco grisaceo. La presencia de
capsula con determinantes de superficie antifagociticos la hacen parcialmente

resistente a la fagocitosis®®.

De M. haemolytica se han reconocido, por hemaglutinacion indirecta, 17
serotipos de acuerdo a antigenos capsulares solubles '* >, Estos antigenos son
basicamente polisacaridos y lipopolisacaridos con alta capacidad antigénica . Se han
identificado también dos diferentes biotipos de M. haemolytica, de acuerdo a
diferencias en la fermentacion de aztcares Y. El biotipo T fermenta trealosa e incluye a
los serotipos 3, 4, 10 y 15, causantes de septicemia. Los serotipos restantes
corresponden al biotipo A que fermenta principalmente arabinosa y los cuales estan

asociados a la produccion de neumonia 8,

Las cepas de Pasteurella haemolytica negativas a la trealosa han sido
recientemente reclasificadas a un nuevo género denominado Mannheimia. Este género
consiste en cinco especies establecidas en cambios con base en una extensiva
investigacion utilizando la evaluacidon cuantitativa de datos fenotipicos, rehibridizacion,
electroforesis enzimatica de multiloci, secuenciacion de rDNA 16S e hibridacion de
DNA-DNA. 1.- M. haemolytica (contenida en cepas de referencia de los serotipos 1, 2,
5-9, 12 - 14 y 16 en su mayoria biotipo A, siendo todos fermentadores de L-
arabinosa. Solamente fueron las cepas aisladas de rumiantes las que mostraron

identidad genética a M. haemolytica 2.- M. glucosida que incluye al serotipo Al1. Esta



especie es fenotipicamente heterogénea, aunque todas las cepas mostraron actividad a
la B—glucosidasa. La mayoria de ellas se aislaron de cavidad nasal de borrego e incluso
algunas cepas se recuperaron de animales con neumonia o en otras condiciones de
enfermedad. 3.- M. granulomatis, aislada de ganado bovino y especies lepdridas, esta
cepa han sido asociada con neumonia y conjuntivitis purulenta en lepdridos y con
granulomas en piel, asi como otras condiciones de enfermedad en el ganado. 4.- M.
ruminalis consiste de cepas no hemoliticas aisladas del rumen de ganado bovino y
ovino, a las cuales no se les asocia a condiciones de enfermedad y 5.- M. varigena,
aislada de bovinos y porcinos, la cual ha sido asociada con sepsis, neumonia y otros

estados de enfermedad *°.

El serotipo Al es el mas comunmente aislado de casos clinicos de pasteurelosis
neumaonica bovina. En ovinos el serotipo mas importante a nivel de mucosa respiratoria
es el A2; sin embargo, se han reconocido los 17 serotipos como patdgenos y
representan el 90% de los aislamientos. El otro 10% permanece como no tipificable y
se duda de su patogenicidad %°. Los estudios realizados en México han demostrado la
mayor importancia de los serotipos Al, A2, A5 y A9 en corderos y los serotipos Al y A2

en bovinos 2.

Jaramillo, et. al. en 2007, realizaron un estudio de prevalencia de serotipos
recuperados a partir de M. haemolytica aislada de exudado nasal de bovinos con
neumonia (n= 189) y clinicamente sanos (n=1902) en ranchos del norte y centro de
México, para establecer la prevalencia de los serotipos aislados. Los aislamientos y
serotipificaciones por hemoalgutunacion indirecta con antisueros de referencia se
compusieron de 48% del serotipo Al, 2.4% del serotipo A6 y 49.3% fueron no
tipificables. Los indices de prevalencia de M, haemolytica fueron significativamente
mas altos en bovinos enfermos, asi como en bovinos jovenes de menos de 1 afio de

edad %.

Algunos serotipos de M. haemolytica forman parte de la microbiota normal de la
cavidad nasofaringea de los rumiantes, pero bajo situaciones que alteran los
mecanismos de defensa pulmonar del hospedador logran establecerse en el aparato
respiratorio bajo y causan dafio al tejido pulmonar. En la presentacién de la
enfermedad intervienen diversos factores predisponentes, que son determinantes en el

desarrollo de la enfermedad, por ejemplo, las condiciones ambientales adversas y la



mala alimentacion de los animales pueden favorecer al complejo respiratorio =,

También se ha demostrado la participacion de agentes primarios de tipo viral como
adenovirus, virus respiratorio sincicial y parainfluenza 3, capaces de iniciar la

enfermedad %* .

1.3 Flora normal del Aparato Respiratorio.

Como cualquier otra membrana mucosa que estad en contacto directo con el
medio ambiente, el aparato respiratorio tiene su propia flora bacteriana. Pero la flora
respiratoria estd restringida Unicamente a la porcion proximal del sistema de
conduccion (cavidad nasal, nasofaringe y laringe) mientras que las porciones distales
del sistema de conduccion (traquea y bronquios), el sistema de transicién
(bronquiolos) y el sistema de intercambio (alvéolos) son membranas esencialmente

estériles 2628,

Los tipos de bacterias (aerobias y anaerobias) presentes en la flora nasal varian
considerablemente en las especies animales, asi como también, varian de acuerdo al
medio ambiente en el que se crian los animales. Es importante destacar que ciertas

bacterias de la flora normal son capaces de producir severas infecciones respiratorias

26-.28

Estudios experimentales en animales domésticos y de laboratorio han
demostrado que las bacterias de la flora nasal son acarreadas constantemente a los
pulmones en el aire inspirado. Los pulmones permanecen estériles gracias a sus
eficientes mecanismos de defensa a pesar de este constante acarreo de bacterias en el

aire inspirado %%,

1.4 Mecanismos de defensa del Aparato Respiratorio.

El sistema respiratorio estd en constantemente relacion por particulas
(microorganismos, polvo, fibras), gases toxicos (SO,, NO,, H,S, ozono) y vapores
(amoniaco, formaldehido, acetona, gasolina). En condiciones normales, los gases
inhalados son destoxificados, las toxinas son neutralizadas; las particulas son
atrapadas y eliminadas, y los microorganismos son atrapados y eliminados. Cada
region anatdmica-histoldgica del aparato respiratorio tiene su propio mecanismo de



defensa. En otras palabras, el sistema de conduccion (de nariz a bronquios), sistema
de transicién (bronquiolos) y sistema de intercambio (alvéolos) tiene cada uno un

mecanismo diferente de defensa %%,

» Sistema de Conduccién (Conchas nasales, traquea, bronquios). El aparato mucociliar
es el principal mecanismo de defensa del sistema de conduccion, que incluye desde las
fosas nasales hasta los bronquios. Todas estas estructuras estan recubiertas por el
llamado aparato mucociliar. Este aparato estd formado por el epitelio pseudo-
estratificado ciliar y las secreciones de las células caliciformes (moco). Cada célula ciliar
del sistema de conduccion tiene alrededor de 250 cilios los cuales producen alrededor
de mil pulsaciones por minuto (1,000/minuto) con un movimiento longitudinal
promedio de 20 mm por minuto. Existen mecanismos auxiliares que facilitan el
atrapamiento de particulas, vapores y gases por el aparato mucociliar. Por ejemplo, la
generacion de turbulencias de aire dentro de la cavidad nasal hace que las particulas
mayores de 10 um sean atrapadas en el moco que recubre las conchas (cornetes)
nasales. Las particulas de tamafio entre 3-10 ym son atrapadas principalmente en las
bifurcaciones de los bronquios en donde se originan fuerzas centrifugas en al aire
inspirado al cambiar su direccidén subitamente. En sintesis, las particulas suspendidas
en el aire de un tamafio de 3-10 pm son atrapadas en le moco del aparato mucociliar
(deposicion) y de aqui son rapidamente eliminadas por el movimiento del moco hacia
la faringe en donde son finalmente deglutidas. La IgA es la inmunoglobulina mas
abundante en el moco y una de sus funciones principales es inhibir la adherencia de

patogenos a las células ciliadas %%,

* Sistema de transicién (bronquiolos). Sélo aquellas particulas de tamafio menor a las
dos micras (<2) logran penetrar hasta los bronquiolos y alvéolos. En estas regiones
profundas del pulmdn, las particulas pequefias se depositan en la membrana
respiratoria mediante sedimentacion o movimiento browniano. Los mecanismos de
defensa de los bronquiolos son una combinacion de los encontrados en los sistemas de
conduccion y de intercambio, mas secreciones locales principalmente producidas por

las llamadas células Clara %2,

e Sistema de intercambio (alvéolos). Los alvéolos carecen de cilios y moco por lo que
en esta region pulmonar tiene un mecanismo de defensa especializado para protegerse

de las particulas y patdgenos inhalados. El principal mecanismo de defensa en el



alveolo lo constituyen los macrofagos alveolares. Estas células fagociticas se originan
en la médula dsea de donde pasan a la sangre como monocitos sanguineos, para
después llegar al pulmén en donde permanecen un tiempo de “maduracién” en el
intersticio pulmonar. Durante el transito en el intersticio pulmonar adquieren la
capacidad de fagocitar en un medio aerdbico. El nimero de macréfagos alveolares es
proporcional al nimero de particulas respirables que llegan al pulmén; o sea que en un
animal expuesto a un nimero mas alto de particulas tendra mayor nimero de
macréfagos en los alvéolos. Las IgG e IgM son las inmunoglobulinas preponderantes
en las secreciones alveolares y estos anticuerpos juegan un papel importante en la
opsonizacidon y fagocitosis por macréfagos alveolares. Las secreciones alveolares,
particularmente el surfactante producido por los neumocitos tipo II, también contienen
substancias que favorecen la fagocitosis y actian como antioxidantes para prevenir el

dafio celular causado por el estrés oxidativo %,

En conjunto, los mecanismos de defensa del aparato respiratorio son
extremadamente eficientes en atrapar, destruir, eliminar, detoxificar agentes
patdgenos y gases toxicos. Sin embargo, cuando estos mecanismos de defensa son
deprimidos, las bacterias inhaladas colonizan facilmente el pulmén causando
infecciones respiratorias. De la misma manera, cuando gases, vapores o particulas
tdxicas y agentes oxidantes sobrepasan los mecanismos de defensa, las células

pulmonares son facilmente dafiadas causando considerables alteraciones pulmonares
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Entre los factores externos que mas frecuentes que inhiben los mecanismos de
defensa figuran las infecciones virales, el edema pulmonar, uremia, amoniaco,

deshidratacion, temperatura, humedad y estrés entre otros muchos %%,

1.5 Mecanismos de resistencia Inmune del Aparato Respiratorio a la infeccion.

La respuesta inmune del rumiante contra esta bacteria se lleva a acabo
mediante los mecanismos de inmunidad celular y a través de la inmunidad humoral.
Con respecto a la primera, los linfocitos T pueden ser directamente tdéxicos a la
bacteria por medio de la activacion de macréfagos inducida por citocinas al
incrementar la destruccion intracelular de las mismas. Por otro lado, se encuentra la

accion protectora de las IgA que inhiben la colonizaciéon bacteriana en la mucosa



respiratoria. En la Mannheimiosis Neumonica (Pasteurelosis Neuménica) la inhibicion
de la colonizacién del aparato respiratorio superior mediante la accién de la IgA, no ha

sido estudiada a detalle .

La actividad del aparato mucociliar reduce la habilidad de los microbios de
adherirse y proliferar en los pasajes aéreos del tracto respiratorio. La secrecién de
mucina y fluidos serosos en esta areas contienen factores que inhiben la actividad
bacteriana. Estos incluyen: lactoferrina, lizosima, proteinas surfactantes, fosfolipasa A2,
inhibidor de leucoproteasa secretora, peroxidasa, serprocidinas, catelicidinas,
defensinas y péptidos anionicos. Estas substancias se ven incrementadas
aparentemente en células epiteliales de bronquios y bronquiolos en respuesta a

productos de bacterias Gram — negativas incluyendo M. haemolytica *.

La inmunidad innata es importante para prevenir las infecciones microbianas en
el tracto respiratorio, poco después del nacimiento, cuando las mucosas son
inicialmente expuestas a una gran variedad de agentes infecciosos. Las células
epiteliales respiratorias producen al menos dos principales péptidos antimicrobianos

antes y durante la neumonia producida por M. haemolytica en el ganado 3.

Los péptidos antimicrobianos (AMP) estan comenzando a reconocerse como
importantes componentes en las defensas de la inmunidad innata del hospedador. El
péptido antimicrobiano traqueal (TAP) fue el primer péptido derivado de células
epiteliales encontrado en mamiferos y fue subsecuentemente caracterizado como B-
defensina con propiedades inductivas. Se ha detectado mediante mRNA en células
columnares de traquea y bronquios de bovinos adultos; sin embargo, la expresion de
TAP no esta presente en fetos de bovinos y en pulmones de neonato no ha sido

determinada *.

Una region promotora de TAP contiene motivos de un factor nuclear kB (NF-kB)
la transcripcion de éste factor media la induccién de genes involucrados en la
respuesta inmune e inflamatoria *. Experimentos con cultivos de células epiteliales de
traquea han demostrado que NF-xB regula la expresion de TAP en respuesta al
lipopolisacarido. NF-xB induce la expresién de interleucina 1B (IL-1B), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o)) e interleucina 8 (IL-8) en macrdéfagos alveolares de

bovino expuestos a la LKT y al LPS de M. haemolytica **.



M. haemolytica induce ademas un péptido antimicrobiano lingual (LAP) en
bovinos mayores de tres semanas de edad *. Esta bacteria inicia una severa respuesta
inflamatoria en el pulmén de los rumiantes caracterizada por un importante infiltrado
de neutrdfilos. El dafo mediado por neutréfilos puede ayudar y puede destruir la
barrera protectora que provee la inmunidad innata en la mucosa respiratoria. La
inhibicion de la transmigracion de neutrofilos reduce la severidad de las lesiones que
caracterizan a esta enfermedad e incluso podria preservar la actividad del sistema

inmune innato 3¢,

Un potente mediador inflamatorio en la neumonia por M. haemolytica en
rumiantes es la citocina IL-8. La cual es producida por células endoteliales, células
epiteliales, macrofagos activados y neutrdfilos, causando la activacion y quimiotaxis de
éstos Ultimos al sitio de lesion %, La produccion de IL-8 es inducida por otras citocinas,
IL-1 y TNF-o siendo éstas dos las citocinas mas potentes involucradas en el proceso.
Los neutrdfilos también liberan elastasa el cual induce la sintesis de IL-8 en células del
epitelio bronquial. Estas citocinas inducen importantes estados procoagulantes que
resultan en excesiva polimeracion de fibrina. Otros mediadores inflamatorios liberados
en el pulmoén en respuesta a la LKT y LPS de M. haemolytica durante la neumonia

incluyen leucotrieno B4, histamina y prostaglandinas E2 .

Las moléculas de adhesién que incluyen selectinas (L-, E-, y P- selectina) y
moléculas de adhesién intracelular 1 (ICAM-1) son también parte integral a la
respuesta inflamatoria inducida en la neumonia por M. haemolytica. Las selectinas
median el transito y la adherencia de neutrdfilos en las células endoteliales vasculares,
mientras que el ICAM-1 interactia con las B, - integrinas mediando una mayor
estabilidad en este tipo de adherencia. La transmigracion de neutrdfilos en el tejido
pulmonar se puede reducir en bovinos neonatos durante la neumonia por M.
haemolytica con la molécula de inhibicién de la adhesién a la selectina, la TBC1269. La
TBC1269 también disminuye los neutrofilos que inducen dafio pulmonar. EI TBC1269
es un monoligosacarido antagonista a selectina el cual provee una inhibicién

competitiva a las selectinas * ®,

Otro mecanismo inmunoldgico de proteccidn contra M. haemolytica es la

opsonizacion de la bacteria por anticuerpos especificos del suero y de las secreciones



respiratorias como IgG e IgM, que facilitan el proceso de fagocitosis por los
macrofagos alveolares y de los neutrofilos. Otra forma importante de eliminar a la
bacteria, es mediante la accién directa del complemento. Es de gran importancia la
neutralizacion de la leucotoxina de M. haemolytica mediante anticuerpos presentes en
el suero o en las secreciones broncoalveolares. Esto se debe a que la leucotoxina
destruye a los leucocitos de los rumiantes. La presencia de anticuerpos neutralizantes
contra la LKT en el hospedador repercute en una mayor resistencia pulmonar a la

infeccion *.

La infiltracion de neutrdfilos durante la neumonia de M. haemolytica esta
asociada al dano de las células del epitelio alveolar y a la necrosis masiva del tejido. La
importancia del dafo mediado por neutrdfilos en la patogénesis de la neumonia por M,
haemolytica esta comprobada por el hecho de que la deplecidn de estos leucocitos
disminuye el dano al tejido y la extravasacion vascular de proteinas. El dafio de los
neutrofilos esta mediado por la liberacidon de enzimas como la elastasa, radicales
oxidativos y citocinas y las cuales inician el dafio a las membranas celulares. Las
células afectadas responden sobre expresando necrosis y apoptosis. El dafio
ocasionado por estas células ademas de remover la mucosa pulmonar destruye la
barrera innata, permitiendo la exposicidn de capilares y pequefios vasos que liberan
mas mediadores inflamatorios al pulmén y favorecen la proliferacion bacteriana en el

exudado *°.

1.6 Patogenia de la Mannheimiosis Neumonica (Pasteurelosis Neumaonica).

A pesar de numerosos estudios, hace falta aun conocer mas acerca de la
fisiopatologia multifactorial de la pasteurelosis neumodnica, también conocida como
complejo neumonico en los ovinos y de los eventos que conducen al estado final de la

enfermedad clinica *.

M. haemolytica esta presente en una pequena proporcion de la flora comensal
oportunista de la nasofaringe de ganado sano. Bajo ciertas circunstancias, tanto del
hospedador, como del medio ambiente, las bacterias colonizan el tracto respiratorio. El
estrés del transporte, los partos y las infecciones concurrentes respiratorias de tipo
viral, favorecen la colonizacion del tracto respiratorio y de esta manera contribuyen al

desarrollo de la enfermedad **. Cuando el hospedador se encuentra bajo situaciones



de estrés, M. haemolytica prolifera y es eliminada por las secreciones nasales en
aerosoles . La bacteria ingresa por aerosoles al animal sano, favoreciendo su
movimiento a zonas mas profundas, del arbol bronquial y proliferando rapidamente a

nivel alveolar °!.

1.7 Factores predisponentes

El estado de estrés implica la instauracion de una reaccidén neuroenddcrina que
conlleva a la liberacidon de esteroides de la corteza adrenal. Cuando el estimulo que
provoca ésta reaccion se prolonga, la liberacion de esteroides enddgenos
principalmente cortisol, disminuird la capacidad del animal para establecer una
respuesta inmune adecuada. Si a éstas condiciones estresantes se les afiade una
higiene deficiente y una elevada humedad relativa (mayor al 80%), existe entonces
una mayor posibilidad de que se presenten enfermedades respiratorias, debido al alto
grado de contaminacién y a la mayor supervivencia de los microorganismos en el

medio .

El medio ambiente ejerce un poderoso efecto sobre las defensas del aparato
respiratorio. Los elementos mas importantes en este contexto son el frio y la humedad.
Las temperaturas bajas causan éstasis ciliar, y esto a su vez produce la no eliminacion
del moco traqueobronquial que se acumula e inclusive llaga al alveolo, llevando
consigo al agente infeccioso. El frio es importante también en la sobrevivencia de los
microorganismos suspendidos en aerosoles, sobrevivencia que disminuye al aumentar
la temperatura. Los aerosoles estan constituidos, por una o varias bacterias o virus,
recubiertas por una pelicula de agua. Cuando la humedad relativa es muy elevada —
superior al 90%- las gotas suspendidas se unen entre si por puentes de hidrogeno,
formando particulas muy grandes que sedimentan con rapidez y no son inhaladas. De
ser inhaladas, su gran tamafio las hace impactarse en las primeras porciones del arbol
traqueobronquial, de donde son rapidamente eliminadas por el aparato mucociliar. Por
otro lado las humedades relativas bajas menores al 50% tampoco favorecen la
infeccion respiratoria porque las gotas no pueden permanecer suspendidas al haber
poca humedad ambienta 3.



El aparato respiratorio superior esta expuesto al aire del medio ambiente (frio,
humedad, amoniaco y numerosos agentes infecciosos). Su principal funcién es calentar
y humedecer el aire antes de que éste llegue al pulmdn. Los estados fisiopatoldgicos
del tracto respiratorio anterior (congestion y edema), pueden repercutir a nivel
alveolar, reduciendo el intercambio gaseoso a éste nivel, asi como el radio por el cual
fluye el aire, ocasionando un incremento en la resistencia. La velocidad del aire se
incrementa y se ven alterados los mecanismos que normalmente remueven patégenos
aerogenos, asi como también regulan la temperatura del aire y lo mantienen con cierta

humedad >* >>.

1.8 Interaccion virus-bacteria

Estudios experimentales con aerosoles han demostrado que las curvas de
eliminacion bacteriana estan notablemente reducidas de 5 a 7 dias después de una
infeccién viral. Una vez deprimidos los mecanismos de defensa, las bacterias presentes
en la flora nasal o en el medio ambiente facilmente colonizan el pulmén. Las
infecciones mixtas virales y bacterianas se presentan frecuentemente como resultado

del llamado sinergismo virus-bacteria *.

M. haemolytica es en si, la principal responsable del dafio pulmonar, sin
embargo, eventualmente pueden identificarse evidencias de participacion viral en la
lesion. Estas evidencias corresponden a la formacidon de cuerpos de inclusiéon que se
presentan en el citoplasma de las células del epitelio bronquial y bronquiolar, asi como
en macrofagos, lo que resulta compatible con infecciones por Adenovirus. Ademas, en
estos casos también se aprecia a nivel alveolar la coalescencia de células del epitelio o
de macrdéfagos, a las que se les denomina sincicios, muy posiblemente asociados a
virus respiratorio sincicial bovino o virus de la Parainfluenza. Los agentes virales como
el virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (herpesvirus 1), parainfluenza-3, diarrea
viral bovina (DVB) y el virus respiratorio sincicial bovino, ademas de causar un efecto
citopatico directo en el aparato respiratorio, reducen la remocién bacteriana y la
capacidad fagocitica del macrdéfago alveolar, con lo cual se facilita la colonizacion

pulmonar por Mannheimia 5.

Una vez que los agentes virales causan un cuadro clinico de leve a severo,

dependiendo de las condiciones de estrés, en el tracto respiratorio superior hay una



multiplicacion exagerada de M. haemolytica con la consecuente llegada de millones de
estas bacterias al pulmén ocasionando un cuadro de neumonia aguda lobular
fibrinonecrotizante caracterizada por depdsitos de fibrina entre los Iébulos, exudado

pleural en la cavidad pulmonar y areas de necrosis a través de los I6bulos *°8,

1.9 Lesiones neumonicas ocasionadas por M. haemolytica.

La neumonia causada por M. haemolytica se caracteriza por ser una
pleurobronconeumonia fibrinosa severa. Sin embargo, se ha logrado aislar este agente
de cuadros neumonicos que varian en cuanto a su severidad, distribucién y
morfopatologia. Se pueden encontrar desde neumonias supurativas focales y difusas,
hasta cuadros donde existen lesiones vasculares con trombosis y hemorragias, en los
que adicionalmente los macréfagos se transforman y su nucleo se alarga, con aspecto
de grano de avena y se agrupan formando ondas y remolinos. Es posible que los

diversos cuadros sean ocasionados por cepas con propiedades patogénicas diferentes
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Las especies de Mannheimia pueden expresar una gran cantidad de potentes
antigenos de superficie incluyendo lipopolisacarido (LPS), proteinas de membrana
externa (PME), proteinas reguladas por hierro (PMH), fimbrias % y polisacaridos
capsulares. Estas bacterias secretan una citolisina especifica para leucocitos
denominada leucotoxina (LKT), que mata fagocitos. La expresion de los diferentes
antigenos ocurre en distintas condiciones de crecimiento. Esto aumenta la posibilidad
de que la expresidn de antigenos puede estar alterada /n vivo y contribuir a la
patogénesis de la enfermedad. Cada uno de estos antigenos probablemente contribuye
a la enfermedad clinica, en combinacién con las secreciones y componentes celulares
que favorecen la presentacion caracteristica de la enfermedad asi como los cambios
histopatoldgicos asociados al proceso. Dos mecanismos importantes en la inmunidad
de los bovinos hacia M. haemolytica estan mediados por el complemento y son la
opsonizacion de la bacteria y la fagocitosis por neutrofilos *.

La neumonia aguda intersticial y exudativa es considerada la mas representativa
del complejo respiratorio bovino; cabe mencionar que también se hace referencia a ella
como pleurobronconeumonia fibrinopurulenta, en la clasificacion anatomopatoldgica.

Lo anterior se debe a que su respuesta inflamatoria exudativa es predominantemente



de tipo fibrinosa. Este exudado cubre la pleura de las regiones craneoventrales del
pulmdn; ademas, también existe una patente consolidacion en estas zonas. La lesion
es por lo general asimétrica y se presenta un dafio mas considerable en el pulmén
derecho. ComUnmente se involucran los I6bulos craneales y cardiacos de ambos lados
del pulmoén, el 16bulo accesorio y la parte adyacente del diafragmatico del pulmédn
derecho. Eventualmente, cuando la lesién ha evolucionado por algin tiempo, se
aprecian adherencias de fibrina entre la pleura parietal y la visceral. Las secuelas mas

comunes son secuestros abscedados de las zonas mas dafiadas®.

Microscdpicamente, en la pasteurelosis neumdnica se observa una severa
pleuritis fibrinosa o fibrinopurulenta. Los vasos linfaticos de los septos interlobulillares
muestran trombos de fibrina. Los bronquios y bronquiolos mayores muestran necrosis
y descamacioén del epitelio y ocasionalmente, un exudado fibrinopurulento. Los septos
alveolares aparecen engrosados y hemorragicos; asimismo, se aprecia una infiltraciéon
severa de leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos), tanto en septos como
participando en la exudacién a la luz alveolar y bronquial. En zonas de daio severo, la
consolidacion y la necrosis no permiten distinguir la arquitectura alveolar. Estas zonas
de intenso dafio se encuentran parcialmente demarcadas por células necréticas
arremolinadas. En estas zonas pueden también apreciarse vasculitis y trombosis de
algunas pequefias venas. En otras areas con menos dafo se puede reconocer edema,
fibrina, macrofagos activos y neutrofilos en la luz de los alveolos, ademas, pueden
identificarse colonias bacteriana *.

1.10 Proteinas de Membrana Externa (PME) y su papel como inmundgenos.

Las proteinas de membrana externa (PME), son potenciales candidatos como
inmunogenos, especialmente aquellas que se exponen en la superficie %%, Los
sobrenadantes de cultivos en fase de crecimiento logaritmico de M. haemolytica
serotipo Al han sido utilizados como vacuna, reportando que aumentan la resistencia a

la pasteurelosis neumonica, especificamente contra este serotipo * ,

Aunque el sobrenadante contiene una gran cantidad de leucotoxina, otros
componentes aparte de ésta, representan inmundgenos importantes. El suero de
animales inmunizados con sobrenadante, permite aglutinar células completas de M.

haemolytica, lo cual indica que algunos componentes de la misma, liberados durante el



desarrollo de la bacteria, son probablemente antigenos de superficie celular solubles,

mas comUnmente de la membrana externa y la capsula ¢.

Las PME de las bacterias Gram negativas tienen un importante papel en el
proceso de infeccion. Algunas de ellas tienen funcidon de porinas que permiten el
transporte de substancias a través de la membrana externa, mientras que la
fosfolipasa A es esencial en ciertos patdgenos para la invasion a las células del
hospedador. Otras PME pueden actuar como receptores de alta afinidad para obtener

hierro del hospedador .

Se sabe ademas que las PME aisladas de M. haemolytica inducen alteraciones en
la actividad biolégica de los leucocitos polimorfonucleares. A dosis dependientes, se
observd que reducen la capacidad de adherencia a la pared de nylon y actlian como
quimiotactinas a concentraciones de entre 5 y 20 ug/ml. A bajas concentraciones (5
ug/ml) no se observaron resultados destacados. La preincubaciéon con 5 pg/ml de PME,
permitid la modificacion de los valores en el indice de fagocitosis y la muerte

intracelular, la cual se observé disminuida con respecto a los controles %,

Una Dbacteria en diferentes condiciones expresa diferentes fenotipos para
adaptarse al nuevo medio. Cultivada en ausencia de hierro, la bacteria expresa en su
superficie proteinas especialmente dedicadas a captarlo. Estas proteinas han recibido
mucho interés por parte de diversos grupos de investigacién; sin embargo, de
momento no se conoce mucho de éstas y de sus mecanismos de patogenicidad,
aungue inmunoldgicamente tienen significado importante en la inmunidad protectora
contra la pasteurelosis neumonica causada por el serotipo A2. Se realizd la vacunacién
experimental en corderos SPF (libres de patdgenos especificos) a partir de extractos
con salicilato de sodio de cepas de M. haemolytica serotipo A2, cultivadas bajo
condiciones de restriccion de hierro, obteniéndose un 100% de proteccidon; en
contraste con la proteccidon obtenida con organismos que crecieron bajo condiciones de

suficiencia de hierro, en que fue solo del 50% 7°.

La mayoria de las bacterias gram negativas tienen aproximadamente 20 PME,
pero en algunas de éstas se encuentran presentes de 4 a 6 PME principales, que

constituyen una gran parte del contenido proteinico de la membrana externa .



Se sabe que hay estimulacién del sistema inmune por las PME, porque la
bacteria se adhiere a las células del hospedador para evitar ser mas facilimente
fagocitada, dafiando de esta forma la funcion de la membrana celular %. Las PME de
las bacterias gram negativas podrian ser elementos importantes para la elaboracion de
vacunas, ya que desarrollan y estimulan una respuesta inmune protectora y de
resistencia a la pasteurelosis neumonica, al exponerse en la superficie de la bacteria,
siendo asi potenciales blancos para el sistema inmunoldgico del hospedador,
desencadenando respuestas de fijacion de complemento y de opsonizacién por

anticuerpos 7.

En estudios donde el ganado bovino fue vacunado con proteinas reguladas por
hierro (PRH) de 70, 77 y 100 kDa, los titulos de anticuerpos séricos no correlacionaron
con la resistencia a la infeccion, pero los anticuerpos contra estas proteinas, en
conjuncién con los anticuerpos a otros antigenos de superficie, aumentaron la
respuesta inmune. Existe incluso evidencia de que algunas de estas proteinas son
conservadas entre los diferentes serotipos de M. haemolytica y tal vez éstas podrian

proveer de alguna proteccion cruzada 7> 7.

Existen estudios que indican que los anticuerpos contra las proteinas de
membrana externa de M. haemolytica juegan un papel muy importante en la
inmunidad contra la Pasteurelosis neumonica del ganado bovino, ya que son de los
antigenos mas importantes en la estimulacién de la resistencia a dicha enfermedad.
Otros estudios hechos por diferentes autores indican una correlacion estadisticamente
significativa entre la resistencia a la pasteurelosis neumonica y la presencia de
anticuerpos séricos, dirigidos contra una gran cantidad de proteinas presentes en

extractos salinos de toda la célula bacteriana 7.

Morton y colaboradores en el 1995, demostraron que el ganado bovino fue
resistente al desafio experimental con M. haemolytica, después de ser inmunizado con
PME insolubles en sarcosil. En este estudio, los anticuerpos contra las PME con pesos
moleculares de 16.5, 37, 45.5, 50.5 y 84.4 kDa mostraron una correlacion significativa

con la resistencia 7.

En otro trabajo se evaluaron 8 proteinas de membrana externa de 94, 88, 68,
63, 53, 45, 35 y 27 kDa, obtenidas mediante sonicado a partir de aislamientos de M.



haemolytica biotipo A serotipo 2. Estas proteinas se seleccionaron con base en el
reconocimiento por anticuerpos en inmunotransferencia demostrado por los sueros de
los animales muestreados en condiciones de campo y desafiados experimentalmente.
En la evaluacion de la respuesta inmune hacia las PME, se tomaron en cuenta varios
factores que podrian haber alterado el reconocimiento de las mismas por parte de los
sueros de los diferentes grupos muestreados, tanto en condiciones de campo, como

experimentales 7.

La inmunidad contra M. haemolytica no esta claramente entendida. Los
anticuerpos séricos contra antigenos de superficie y contra la exotoxina, parecen ser
importantes en aumentar la resistencia a la enfermedad experimental y la respuesta de
anticuerpos a una gran cantidad de proteinas especificas de M. haemolytica se ha
correlacionado con la resistencia a la enfermedad, obteniendo excelentes resultados.
Vacunas vivas, muertas, asi como extractos de la bacteria han sido estudiados bajo
condiciones de experimentacion y de campo, con diferentes resultados en cuanto a

lograr aumentar la respuesta a la pasteurelosis neumonica 77,

Donachie compard una cepa de M. haemolytica serotipo 2, recuperada de fluido
pleural de un borrego con pasteurelosis neumdnica, con la misma cepa cuando se le
hizo crecer en medio de cultivo, encontrando diferencias en la expresién de las
proteinas de 55, 70 y 100 kDa. Numerosos estudios han demostrado que las
propiedades antigénicas de M. haemolytica pueden variar, tanto en /n vivo, como in

vitro °.

I1.11 Microvesiculas (MVs).

La secrecion de los factores de virulencia de los patdgenos Gram- negativos, es
complicada por el hecho de que la envoltura bacteriana consiste en dos bicapas de
lipidos, membrana interna y externa y periplasma entre ellas. Los patégenos Gram-
negativos han desarrollado estrategias, algunas especificas de cada patdgeno, capaces
de permitir la activacion de los diversos factores de virulencia los cuales ganan acceso
al espacio extracelular, principalmente tejidos o corriente sanguinea del organismo

hospedador %,



Las bacterias secretan un gran nimero de proteinas al medio extracelular entre
las que se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se requieren
en diferentes aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por ejemplo, en la biogénesis
de organelos, la adquisicion de nutrientes y la expresidon de factores de virulencia. La
secrecion de proteinas en bacterias es un area de investigacion que ha sido
extensamente estudiada en las Ultimas dos décadas %, La mayor parte del trabajo se
ha desarrollado en las bacterias Gram-negativas, en las que las proteinas a
translocarse tienen que atravesar dos barreras lipidicas separadas por el espacio
periplasmico y la capa de peptidoglicano: la membrana citosdlica o0 membrana interna
(MI), y la membrana externa (ME) que es una bicapa asimétrica cuya cara exterior

esta compuesta principalmente por lipopolisacaridos .

A pesar del nimero, la diversidad y la amplia variedad de funciones que
desempefian las proteinas secretadas (protedlisis, hemolisis, citotoxicidad, reacciones
de fosforilacion, etc.), éstas son translocadas utilizando un ndmero limitado de
mecanismos. Las vias de secrecion en las bacterias Gram-negativas han sido
clasificadas en cinco grupos principales: secrecion tipo I, II, III, IV y los
autotransportadores. Dicha clasificacion se basa en la naturaleza molecular de las
maquinarias de transporte y las reacciones que éstas catalizan ®. Sin embargo, estos
grupos se pueden aun subdividir en dos grandes clases dependiendo del mecanismo
que se utilice para el transporte a través de la membrana plasmatica. Las vias Sec-
dependientes, que utilizan el sistema de secrecion denominado Sec, en el que las
proteinas a secretarse presentan una secuencia sefial o péptido lider en el extremo
amino terminal; y las Sec-independientes en las que los sustratos se pueden
translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin que exista un
intermediario periplasmico, ni una secuencia sefial en el amino terminal 8 %, M.
haemolytica utiliza principalmente los sistemas de secrecion de tipo Iy II, los cuales se

describiran brevemente a continuacion:

I.11.1 Sistema de Secrecion Tipo I (SSTI).

Este mecanismo es utilizado por una amplia gama de bacterias para la
secrecion de toxinas, proteasas y lipasas. Es una via Sec-independiente, por lo que
no se requiere del procesamiento de un péptido lider para atravesar la membrana
citoplasmica; la secrecion proteica se da en un solo paso desde el citosol hasta el



exterior celular 8. Los sustratos a exportarse por este sistema presentan una sefal de
secrecion en el extremo carboxilo terminal, que sin embargo, no es procesada. Esta
sefial es especifica para ciertas subfamilias de sustratos como por ejemplo, las
proteasas; sin embargo, aln se desconoce la naturaleza de dicha sefal y el mecanismo

mediante el que es reconocida % %,

El SSTI esta constituido por tres componentes: un canal en la membrana
externa denominado PME (proteina de membrana externa), un transportador ABC (de
sus siglas en inglés ATP binding cassette) en la membrana interna (MI) y una proteina
periplasmica que también estd anclada a la MI y que se denomina PF (proteina de
fusion) 8% (Fig. 1A). Los sistemas de transporte ABC pertenecen a una superfamilia de
transportadores que son también utilizados por bacterias Gram-positivas y que existen
en eucariontes, desde la levadura hasta el humano, siendo los responsables del
transporte de un gran nimero de iones y moléculas pequefias ®. Este tipo de secrecion

lo lleva a cabo la LKT de M. haemolytica para su liberacion al medio.



=
ME | _IIoml

Periplasma

Mi

Figura 1. Componentes del SSTI. A) El sustrato se reconoce a través de una secuencia sefial en el
extremo carboxilo terminal (marcado en rojo). En este modelo de secrecion, la proteina periplasmica de

fusion PF interactda con el transportador ABC en la MI y con la proteina PME que forma un canal en la ME

8 B) Secrecion de hemolisina HlyA en £ cofi HIyA interacciona con el transportador ABC HlyB

(representado por la letra B) y la proteina de fusion trimérica HlyD (representada por la letra D), en un
proceso dependiente de la fuerza proton motriz (FPM). La translocacion de HIyA requiere de la interaccion

entre HIyD y el transportador trimérico TolC, asi como de la hidrdlisis de ATP 2.

I1.11.2 Sistema de Secrecion Tipo II (SSTII).

El SSTII es responsable de secretar una gran cantidad de enzimas hidroliticas y
toxinas, como la toxina del colera. Esta via también se conoce como sistema general
de secrecidn y ocurre en dos etapas. Primero, la maquinaria Sec transloca el sustrato
con péptido lider a través de la membrana plasmatica, por lo que el SSTII es una via
Sec-dependiente. Dicho péptido es generalmente una secuencia corta (de
aproximadamente 30 aminoacidos), de los que uno o varios presentan carga positiva,
ademas de una secuencia de 10 a 20 aminoacidos hidrofdbicos. En una segunda etapa,
la proteina pierde el péptido sefial y adquiere su conformacién nativa en el espacio
periplasmico, para posteriormente ser secretada a través de la ME por un complejo

sistema multiproteico llamado tipo II o secreton®>®,



Figura 2. Modelo de secrecion de la toxina del célera por el SSTII. En la primera etapa, las
subunidades A y B de la toxina se translocan a través de la MI como precursores monoméricos utilizando
la via Sec. Posteriormente, en una segunda etapa, éstas se pliegan y ensamblan en el periplasma en un
complejo AB5. El complejo es dirigido al poro de la ME para su translocacion. Las proteinas GspE, Ly M
regulan la secrecion extracelular comunicando la informacion de fosforilacion o hidrdlisis de ATP entre la
MI y el poro en la ME, posiblemente a través de la proteina GspC. Las proteinas GspG, H, I, J y K son
procesadas por la proteina GspO y forman una estructura en forma de pilus cuyo componente mayoritario

es la proteina GspG. Se postula que el pilus puede actuar empujando a la toxina a través del poro, por

repetidas extensiones y retracciones como lo representa la flecha blanca 8,

Tanto los Gram negativos patdgenos como los no patdgenos liberan vesiculas *°
incluyendo Escherichia coli °*%*, Shigella spp. **°*, Neisseria spp. *%°, Bacteroides
(incluyendo Porphyromonas) spp. °%°, Pseudomonas aeruginosa *°, Helicobater pylori
10 Vibrio spp. 192, Salmonella spp. °*'%*, Brucella mellitensis *°, Campylobacter
Jejuni ' Actinobacillus actinomycetemcomitans **®, Xenorhabdus nematophilus *®°,
Borrelia burgdorferi **°, Actinobacillus seminis *** y Actinobacillus pleuropneumoniae 2

A este proceso se le ha determinado sistema de secrecion tipo VI.

Muchas bacterias Gram (-) producen vesiculas de membrana externa (MVs),
durante su fase de crecimiento normal. Durante su formacion, las MVs engloban una
gran cantidad de componentes del periplasma; para Pseudomonas aeruginosa éstos

incluyen fosfatasa alcalina, fosfolipasa C, proelastasa, proteasas y péptidoglicano-



elastasa *. Estos componentes, en su mayoria, son considerados importantes factores
de virulencia, al igual que el LPS contenido en la membrana externa y el DNA
arrastrado de la misma manera en las MVs. Las MVs podrian ser importantes factores
de resistencia de las bacterias invasoras en las fases iniciales de la infeccion,
concentrando sus factores de virulencia a través de dichas estructuras sobre el tejido
del hospedador. El hecho de que las MVs transporten ciertas enzimas degradativas
para la pared celular del huésped, permitird que la bacteria desarrolle su propio

microambiente para asi colonizar e invadir *°.

Estudios realizados en Actinobacillus actinomycetemcomitans, demostraron que
las MVs secretadas por esta bacteria contienen una gran cantidad de factores de
virulencia. Sin embargo, la composicion total de estas estructuras, asi como de los
mecanismos que permiten su formaciéon y secrecidon, no estan bien establecidos. La
comparacion mediante microscopia electronica tanto de células bacterianas
seccionadas como de MVs secretadas, demostrd que estas Ultimas son estructuras
esféricas compuestas de una bicapa de fosfolipidos de aproximadamente 50-100 nm
de diametro. El andlisis por cromatografia ha permitido identificar los lipidos
predominantes que componen la membrana externa de las MVs incluyendo al LPS,

fosfatidiletanolamina y cardiolipina **3.

Estudios de microscopia electronica en Bordetella pertussis permitieron
observar que la bacteria libera MVs de membrana externa, que al ser analizadas por
inmunoblot, revelaron contener integralmente la hemolisina adenilato-ciclasa ( AC-Hly),
entre otros polipéptidos, asi como LPS. Estos antigenos son potentes inmundgenos que
desarrollan una inmunidad protectora en el huésped, por lo cual las MVs de 5.
pertussis, son consideradas excelentes candidatas para desarrollar vacunas acelulares

contra la bacteria 1%,

Dadas las caracteristicas de las MVs, en muchos géneros bacterianos se ha
propuesto su utilizacion como bioldgicos, obteniéndose exitosas repuestas a nivel del
sistema inmune. Tal es el caso de Neisseria meningitidis en donde se desarrolld una
vacuna de MVs, la cual fue probada en ratones y cuyes, desarrollandose una actividad
bactericida importante en los sueros de estos animales *°,



1.12. Vacunacion.

Las vacunas comerciales contra la pasteurelosis en borregos, han estado
disponibles desde principios de los 70's, pero su eficacia sigue siendo cuestionable.
Estas vacunas son generalmente bacterinas, elaboradas con células muertas completas
de varios serotipos. La pasteurelosis en el ganado bovino, se asociada casi
exclusivamente a M. haemolytica A1, pero los multiples serotipos asociados con la
enfermedad en borregos, hace que la produccion de éstas vacunas se dificulte. Las
vacunas han sido inconsistentes en su habilidad para reducir la incidencia y severidad
de la enfermedad. Las bacterinas convencionales son producidas principalmente con
extractos salinos de células completas inactivadas, extractos de leucotoxina y extractos
de organismos en crecimiento con medios restringidos de hierro !¢, Existen vacunas de
M. haemolytica, con 7 serotipos A y 3 serotipos T, las cuales han estado
comercialmente disponibles por muchos afios, pero se ha reportado que estas son de

valor limitado en situaciones en campo V.

En la actualidad se ha desarrollado una diversidad de inmundgenos para
prevenir la neumonia por M. haemolytica, con resultados aparentemente satisfactorios
en algunos casos.

Los inmundgenos a base de bacterias vivas de cultivos de 6 horas aplicados via
intramuscular, son los que han dado resultados mas satisfactorios. Se argumenta que
este tipo de bioldgicos son eficaces porque los cultivos jovenes producen mas material
inmunogénico, material capsular, leucotoxina y otros antigenos no muy bien definidos.
También la replicacion limitada del agente en el sitio de la inoculacién favorece la

estimulacion de los mecanismos inmunoldgicos mediados por células &,

La eficacia de la vacunacién requiere que la respuesta inmune esté encaminada
a los factores o antigenos que estén relacionados con la proteccién. Ademas es de
utilidad examinar el estado inmune de los animales a nivel campo. La prevencion de
Pasteurelosis Neuménica por inmunizacion se ha intentado durante décadas. En
relacion al uso de las bacterinas, se ha discutido de manera amplia acerca de la
proteccion que brindan, debido a que en la mayoria de las veces se concluye que
confieren escasa proteccion e incluso se menciona que pueden incrementar el dafio

pulmonar 1112,



La ineficacia de estos bioldgicos se debe a que al ser inoculados a un animal, se
producen anticuerpos séricos contra antigenos capsulares, sin embargo, existen otros
antigenos que participan en la patogénesis de la enfermedad y que no estan
contenidos en estas bacterinas, como la leucotoxina de M. haemolytica ***. A pesar de
lo anterior, en México se siguen utilizando las bacterinas, sin saber a ciencia cierta su

eficacia, serotipos utilizados y las caracteristicas de las cepas contenidas.

En México se han introducido bioldgicos para la prevencién de la Pasteurelosis
Neumadnica de los bovinos y que se han empezado a utilizar en borregos e incluso en
cabras, algunos de estos bioldgicos tienen incluida a la leucotoxina de M. haemolytica
como parte de los antigenos que inducen proteccidn. Si bien, la leucotoxina es el
antigeno mejor caracterizado, el que ha demostrado inducir mejor proteccion y es un
antigeno comun a todos los serotipos de M. haemolytica, no hay que olvidar que los
antigenos capsulares, entre otros, también son importantes y éstos si son especificos
del serotipo de la bacteria. En bovinos el serotipo mas comun y el que esta contenido
en estos bioldgicos es el serotipo Al. Sin embargo, en ovinos el serotipo mas comun
reportado a nivel mundial es el A2. Bajo el supuesto de que las bacterinas para
prevenir la Pasteurelosis Neumodnica no son muy eficaces y considerando que los
laboratorios de produccion de bioldgicos nacionales solo producen bacterinas, se han
introducido recientemente en el mercado nacional, vacunas de nueva generacion.
Estos bioldgicos son bacterinas mas "leucotoxoide", o productos de la superficie
bacteriana mas "leucotoxoide". También estos bioldgicos fueron desarrollados
inicialmente para bovinos y se quieren utilizar en forma extensiva en ovinos y caprinos

sin evaluacion previa %,

Actualmente existe en nuestro pais, una linea de investigacion relacionada con
la evaluacion de éstos bioldgicos. El objetivo general de este proyecto, es evaluar de
manera comparativa varios inmundgenos comerciales, en condiciones controladas y en
campo. Se ha incluido como grupo control un inmundgeno experimental a base de
bacterias muertas y sobrenadante rico en leucotoxina y otros antigenos de Mannheimia
haemolytica para prevenir la Mannheimiosis Neumonica (Pasteurelosis Neumonica). Se
ha utilizado como modelo al ovino, por la facilidad econdmica de trabajar en esta

especie 12124,



Estas investigaciones han dado resultados alentadores hasta el momento, tanto
a nivel laboratorio (experimental), como en ensayos de campo, donde se ha
demostrado la eficacia de estos inmundgenos. Dentro de estos resultados destacan: la
capacidad de la mayoria de estos bioldgicos para inducir una respuesta de anticuerpos
contra los principales antigenos relacionados con la patogenicidad de la bacteria,
antigenos capsulares, leucotoxina, proteinas de membrana externa, etc.). En los
estudios comparativos con bioldgicos comerciales, se demostréd que el inmundgeno
experimental, posee caracteristicas de respuesta similares a los comerciales, e incluso
en algunas las supera. Es conveniente resaltar, que se incluyeron variables como dosis
y produccidon de anticuerpos contra antigenos capsulares (serotipo 1 y 2), contra la

leucotoxina y contra las proteinas de membrana externa de M. haemolytica *** **,



II. JUSTIFICACION

La proteccién conferida por las vacunas contra los diferentes serotipos de
Mannheimia haemolytica y en particular, aquéllos que afectan a pequefios rumiantes,
no ha resultado exitosa. La relevancia de obtener un inmundgeno eficaz, radica en la

posibilidad de prevencion y control de la Pasteurelosis neumdnica ovina en el pais.

III. HIPOTESIS

Si las multiples proteinas de interés inmunogénico, estan contenidas en
pequefias microvesiculas (MVs) de membrana externa, eliminadas por Mannheimia
haemolytica, una vez que se le somete a estrés, entonces la capacidad inmunogénica
de estas MVs seria capaz de despertar una adecuada respuesta inmune humoral, que
evite que los individuos que se expongan a las cepas de campo, desarrollen cuadros
patoldgicos caracteristicos de la enfermedad por presentar una respuesta inmune

adecuada.

IV. OBJETIVO GENERAL:

Obtener y caracterizar a las Microvesiculas (MVs) de Mannheimia haemolytica
serotipo A2 (cepa de campo) y evaluar la respuesta inmune desarrollada por ovinos

inoculados con ellas, para proponer su utilizacién como bioldgico.

V. OBJETIVOS PARTICULARES:

- Obtener MVs a partir del crecimiento bacteriano en medio liquido (BHI adicionado con
CaCly), en un cultivo estresado con gentamicina.

- Purificar MVs mediante ultrafiltracion y ultracentrifugacion.

- Caracterizar los principales antigenos (LKT, LPS, PME y DNA) en las MVs de
Mannheimia haemolytica.

- Determinar la respuesta inmune humoral, de ovinos inmunizados con MVs,
evaluando IgG e IgM mediante ELISA indirecta.

- Desafiar a los ovinos inmunizados, con el virus de PI3 y posteriormente con una cepa

virulenta de campo de M, haemolytica A2, inoculadas ambas por via endotraqueal.



- Evaluar mediante histopatologia los drganos y tejidos involucrados en el proceso

patoldgico de la Pasteurelosis neumadnica.



VI. MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron cepas de M. haemolytica serotipo Al (National Animal Disease
Center, Agricultural Research Service, U.S. Department of Agriculture, Ames, Iowa
50010) y otra del serotipo A2 (cepa de campo), la cual fue obtenida de un trabajo
previo, a partir de lesiones neumdnicas de un animal muerto, muestreado en campo.
El procedimiento con dichas cepas, para la obtencién de MVs y PME, se muestra el

Esquema 1.



ESQUEMA 1. Procedimiento para la obtencion de MVs y PME de
M. haemolytica Al y A2.

Cepas de M. haemolytica serotipo Al
(Ref.) y A2 (campo).

!

Segundo cultivo en Primo-cultivo en agar
500, mI_. de medio ¢ sangre y estria cerrada de
liquido BHI. las cepas Al y A2.
Se cultivé en agitaciéon a 37 C Se centrifugé a 9000 X g /
durante 16 hrs., se adicionaron 20 g 30 min., para eliminar
ug de gentamicina/ml y se biomasa y obtener
continuo el cultivo hasta 24 hrs. sobrenadante de cultivo
El sobrenadante se paso por La biomasa se lavo mediante
filtros de 0.45 um y centrifugacion en Hepes 10 mM
posteriormente por 0.22 pm. c/inhibidores.
Finalmente el sobrenadante se Se sonico y ultracentrifugo para
ultracentrifugé a 150 000 X g /3 obtener las PME
hrs. La pastilla (MVs) se
resuspendio en agua desionizda y l

se conservo en congelacion a -70

C hasta su uso. ,
uu La fraccion de membrana

externa se conservo en
congelacion a -70 C hasta su uso



El trabajo experimental se dividié en dos fases de evaluacién: /in vitro e in vivo,

en el primer caso, la metodologia a desarrollar se enfocd a caracterizar a las MVs de M.

haemolytica mediante diferentes técnicas y en la fase de evaluacién in vivo se

inmunizo un grupo de corderos con las MVs, administrandolas por diferentes vias para

su posterior evaluacion, segin lo muestra el Esquema 2.

ESQUEMA 2. Metodologia de la evaluacion /in vitro e in vivo del trabajo

- Tincion de plata para LPS

y proteinas.

- Presencia de LKT.

- Determinacion de
proteinas de caracter
inmunogénico, que
compartan la ME y las
MVs, descritas en trabajos
previos.

- Deteccion de DNA de
MVs.

- Evaluacion de MVs
mediante
inmunotransferencia,
utilizando diferentes
sueros.

experimental.

Evaluacion in vitro

l

Caracterizacion de Microscopia
MVs mediante > Electrénica
diferentes técnicas

l

Evaluacion /in vivo

|

Inmunizar corderos
con las MVs.

l Recuperar tejidos:
Desafiar corderos . Nédulos mediastinicos y

con la cepa virulenta pulmén, para evaluacion
| H-P.

Evaluar niveles de
IgG e IgM, mediante
ELISA I.

}

Reaislar la cepa inoculada A2.



VI.1 FASE DE EVALUACION IN VITRO.

VI.1.1 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

Se utilizd una cepa de campo virulenta de M, haemolytica serotipo A2, obtenida
de trabajos anteriores 76, asi como también se utilizd como control una cepa serotipo
A1l (National Animal Disease Center, Agricultural Research Service, U.S. Department of
Agriculture, Ames, Iowa 50010), dada la gran cantidad de investigaciones realizadas en
este serotipo. Se realizd el cultivo de las bacterias en placas de agar sangre, por el
método de estria cerrada, incubandose 24 horas a 37 C y posteriormente se realizé la
tincion de Gram, asi como las pruebas bioquimicas pertinentes para su identificacion.
Los serotipos capsulares de M. haemolytica fueron determinados mediante
hemoaglutinacion indirecta, utilizando antisueros de referencia y siguiendo la técnica

sugerida por Frank y col. en microplacas de titulacion de 96 pozos .

VI.2 Obtencion de microvesiculas (MVs).

Se crecid cada cepa bacteriana en 100 ml de medio liquido BHI a 37 C por 12
hrs. Se tomaron 50 ml del cultivo y se agregaron a 500 ml de BHI adicionando con 2
ml de CaCl, 1M. Se incubd por 12 6 16 hrs, que corresponde al tiempo en el que el
cultivo se encuentra en fase de crecimiento logaritmico. En este momento se
agregaron 10 ul de gentamicina por ml de cultivo y se completd la incubacion hasta 48
hrs. Posteriormente, se centrifugd el cultivo a 9000 X g por 15 min. para eliminar la
biomasa y recuperar el sobrenadante de cultivo, el cual se hizo pasar por filtros
Millipore de 0.45 y 0.22 um de poro. El sobrenadante se ultracentrifugd a 150, 000 x g
/ 3 hrs. Se elimind el sobrenadante y se recupero la pastilla en un total de 2 ml de

agua desionizada. La pastilla se congeld a -70 C hasta su uso *.



V1.3 Cinética de obtencion de MVs.

Dadas las caracteristicas de crecimiento de M. haemolytica, asi como de la
producciéon de microvesiculas, se estableci® una cinética de obtencion de
microvesiculas de 16, 24 y 48 hrs., ya que se observo que al analisis electroforético, las
bandas que correspondian a MVs desaparecian a las 48 hrs. de incubacién, suponiendo
que a este tiempo las células bacterianas dejaban de producir cantidades adecuadas
de microvesiculas o bien morian. Por lo que se procedid a establecer los diferentes
tiempos de cultivo y concentracién de antibidtico que diera un mejor rendimiento de
dichas estructuras. Con la cinética se establecid que el mejor tiempo de incubacién
correspondia a las 24 hrs. adicionando al cultivo con 20 pg de gentamicina /ml. Se
comprobé dicho rendimiento al observar los cultivos en el microscopio electronico asi

como en corrimientos electroforéticos en geles de poliacrilamida al 12%.

VI.4 Obtencion y cuantificacion de proteinas de membrana externa de

M. haemolytica.

Las células recuperadas durante el proceso de obtencién de MVs, se lavaron por
centrifugacion a 4 C, a 3500 X g / 25 min. con HEPES 10 mM (2 veces) y resuspension
y finalmente se centrifugaron a 4 C, 3500 X g por 20 min. La pastilla se resuspendid en
60 ml de HEPES 10 mM conteniendo 1 mg de DNAsa y 1 mg de RNAsa pancredtica,
adicionando los inhibidores de proteasas PMSF 0.1 mM en 2-propanol y EDTAde 1 a 3
mM.

Para obtener las fracciones celulares se sonicé la muestra distribuyéndola en
varios tubos en cantidades de 10 a 15 ml sobre un bafio de hielo. A cada muestra se le
realizaron 10 pulsos de 10 seg. X 1 min. de descanso, de tres tiempos cada uno con
sonicador de punta (80 watts). Se centrifugd la muestra sonicada a 1000 X g / 15 min
para la remocion de los restos celulares o células completas. Posteriormente se
recuperod el sobrenadante y se centrifugd a 100,000 X g / 2 hrs en HEPES. La pastilla
obtenida se considerd que correspondia a una fraccion de la envoltura celular cruda
que contiene membrana externa y membranas citoplasmaticas. La pastilla de
membranas totales se disolvié en amortiguador con sarcosil al 1% (10 ml) y se puso
en agitacion suave por 30 min a temperatura ambiente. Finalmente la muestra se

centrifugé a 100,000 X g / 1 hr. y el paquete resultante (membrana externa), se



disolvié en agua desionizada, mientras que el sobrenadante correspondié a la fraccién

de membranas internas .

VI.5 Purificacion de proteinas en solucion, en presencia de detergentes

y lipidos.

De las fracciones celulares obtenidas, la fraccion que correspondid a proteinas de
membrana externa asi como la pastilla de MVs se sometieron a tratamiento para
purificar las proteinas, en este caso a partir de una muestra que estuvo en contacto

con detergentes (sarcosil) y que contiene una mayor cantidad de lipidos.

En 400 pl de metanol se adicionaron 100 pl de la solucidn de proteinas de
membrana externa de M. haemolytica, se agitaron en vortex y posteriormente se
centrifugaron durante 10 s a 9,500 X g en microtubos conicos de polietileno, para la
coleccion total de la muestra, que correspondio a la fraccion de membrana externa. Se
adicionaron 100 pl de cloroformo a la muestra anterior, sometiéndola nuevamente a la
accion de vortex y se centrifugd 10 s a 9000 X g. Para muestras con alto contenido de
fosfolipidos, como la que se obtuvo a partir de M. haemolytica, se emplearon 200 pl de
cloroformo. La separaciéon de las fases se llevd a cabo adicionando 300 pl de agua
destilada y se sometid suavemente a la accidon del vortex, centrifugando finalmente 1
min a 9000 X g. La fase superior se removié cuidadosamente y se desechd. Por Ultimo
se adicionaron 300 pl de metanol (CH3;OH) al resto de la fase cloroférmica inferior y la
interfase con la proteinas precipitadas, para mezclarlas y centrifugarlas 2 min a 9000 X
g; el sobrenadante se removid. La pastilla de proteinas se seco bajo rocio de aire y se

guardd hasta su uso %,



VI.6 Cuantificacion de proteinas.

El contenido de proteinas totales se determind por colorimetria, utilizando el
método de microtitulacion de Bradford y un estandar de albumina sérica bovina. Se
obtuvo una curva con albumina sérica bovina de 1 a 10 pug / ml, PBS y reactivo de
Bradford, en placas de fondo plano. Se colocaron 10 pl de muestra de proteina de M.
haemolytica mas 190 pl de reactivo de Bradford, determinando la cantidad de proteina

mediante la lectura de las placas en el lector de ELISA a 450 nm y por regresion lineal
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VI.7 Preparacion de la muestra para el corrimiento electroforético.

La separacidn analitica de las proteinas de la fraccidon de membrana externa y de
las MVs, se hizo en funcidn de sus pesos moleculares, utilizando PAGE-SDS por el
método de Laemmli '%, Se ajusto la concentracion de proteinas necesaria a utilizar en
el corrimiento electroforético, tanto de la fraccion de membrana externa como de las
MVs, a 25 ug de proteina por cada 10 pl. La pastilla de proteinas limpias se disolvid en
50 pl de amortiguador de lisis y se colocaron 10 pl de la muestra en cada carril del gel

de poliacrilamida.

VI.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE).

Los antigenos se solubilizaron mezclando 50 pg del antigeno en 20 ul del
amortiguador de muestra, sometiéndose a ebullicion (95 C) durante 10 min. Para
determinar cuales proteinas comparten la membrana externa con las MVs, se
separaron y compararon por sus pesos moleculares mediante SDS-PAGE de acuerdo al
método de Laemmli *?%, Para ello se colocaron 10 ul de la muestra en cada carril y se
corrieron en geles al 12% a un voltaje de 80 volts para el gel concentrador y 100 volts
para el gel separador en solucion amortiguadora de corrida. Los geles se tifieron con
Azul de Comassie durante 1 hr. a temperatura ambiente y en agitacién suave,
posteriormente se destifieron sometiéndolos a una solucién de lavado, hasta visualizar
claramente las bandas deseadas y finalmente éstos se conservaron en acido acético al
10% '*. En otros casos los geles se sometieron a tincion de plata para proteinas,

lipopolisacarido (LPS) o se transfirieron fracciones de membrana externa a membranas



de nitrocelulosa para Western blot. EI peso molecular de las bandas tanto de la
fraccion de membrana externa como de las MVs fue estimado segun su posicion en el
gel (rfc), comparandolo con un estandar de proteinas de pesos moleculares conocidos,
presentes en el mismo gel y mediante un programa de computo (GeneTools from

SynGene, England; Cambridge).

V1.9 Tincion de plata para proteinas.

Se fijo el gel en una solucién de metanol - ac. acético - agua (5:1:4) toda la
noche. Posteriormente se retird la solucidn fijadora y se lavo el gel por 15 min. en 500
ml de agua destilada por 3 veces. La mezcla de tincion se prepar6 al momento, la cual
contenia 56 ml de Hidroxido de sodio (NaOH 0.1 M), 5 ml de hidroxido de amonio
(NH4OH al 100%) y 2 g de nitrato de plata (AgNO;, disueltos en 10 ml de agua
desionizada muy fria (- 4 C) adicionada gota a gota y finalmente 200 ml de agua
desionizada, adicionando primero 100 ml y después los otros 100. Se dejo el gel en
agitacion vigorosa por 10 min. Se realizaron 4 lavados de 1 min. cada uno con agua
destilada. Se revelé con 50 mg de acido citrico disueltos en 200 ml de agua destilada
mas 1 ml de formaldehido (38%) y se aforé a 1000 ml. Se pasaron de 250 a 500 ml al
cristalizador y se mantuvo la agitacion hasta la aparicién de bandas proteinicas (de 10
a 15 min. aproximadamente). Se tird la solucidn y se detuvo la reaccion con 10 ml de
isopropanol al 25%, acido acético al 7% mas 200 ml de agua desionizada, agitando
por 1 hr. y cambiando a agua destilada para almacenar a 4 C, o bien se deshidratd el
gel

VI.10 Tincion de plata para LPS.

Se fijé el gel en una solucidn fresca que contenia isopropnanol al 25% y ac.
acético al 7%, durante toda la noche. Se decantd la solucion y se oxidd el gel por 5
min. en una solucién que contenia 150 ml de agua desionizada , 1.05 g de ac.
peryodico y 4 ml de la solucion fijadora. Se lavd 8 veces por 15 a 20 min., cada una en
200 ml de agua destilada. Posteriormente se tifid por 10 min. con una solucion fresca
que contenia 28 ml de hidroxido de sodio (NaOH al 0.1N), 1.25 ml de hidréxido de
amonio (NH4OH al 29.4%) y 5 ml de nitrato de plata (AgNOs al 20%). Después de
tefiir, se lavd el gel 4 veces en 200 ml de agua destilada por 10 min. cada lavado.

Posteriormente se prepard una solucién que contenia 50 mg de acido citrico 0.5 ml de



formaldehido al 37%. Dicha solucidn se agregé al gel, el cual requirié de 5 a 10 min
hasta obtener la intensidad deseada en las bandas. Para conservar el gel se sumergi

por 60 min. en 200 ml. de una solucion que contenia 10 ml de acido acético al 7% *3.

VI.11 Microscopia Electrdonica de transmision.

Tincion Negativa

Las rejillas de niquel se recubrieron con formvar y se sombrearon con carbon.
Se colocaron de 10 a 15 ul de la muestra sobre la rejilla por su cara mas obscura en
donde se colocd la pelicula y se dejo reposar por 15 min. Posteriormente se retird el
exceso de colorante de la muestra con un papel filtro, secando cuidadosamente la
rejilla y adicionando finalmente de 10 a 15 ul de acido fosfotingstico al 1% pH 6.0 por

1.5 min. *.

VI.12 Eliminacion de plasmidos bacterianos.

Se realizd6 un cultivo de M. haemolytica en 25 ml de medio liquido BHI,
posteriormente se tomaron muestras alicuotas de 5 ml y se crecieron nuevamente en
50 ml de medio liquido BHI en matraces nefelométricos. Se trabajé por duplicado con
los matraces, el primero se utilizd como control y al segundo se le adiciond naranja de
acridina (NA), la cual sirve como mutageno, para curar de plasmidos a las bacterias.
Esta se adiciond directamente sobre el cultivo en fase log. temprana (2-3 hr. de
cultivo). Una vez alcanzada la fase log. temprana, se tomaron alicuotas de 100 pl
cada una, con intervalos de 30 min. tanto de los matraces adicionados con diferentes
concentraciones de NA (10, 20, 40 y 60 ug por ml de cultivo), como de los matraces
control, para posteriormente realizar el sembrado en cajas de agar BHI con espatula
de vidrio. Los cultivos bacterianos se sembraron a 37 C durante toda la noche y
posteriormente se recuperaron las colonias que crecieron en presencia de NA asi como
las cepas control. Las colonias que crecieron en presencia de NA se resuspendieron en
5 ml de BHI liquido para ser cosechadas. De dicha cosecha, se retomaron los 5 ml de
cultivo y se adicionaron 5 ml de SSF en tubo de ensaye, quedando una suspension al
100% de bacterias que crecieron en presencia de NA. A partir de esta suspension, se
realizaron diluciones logaritmicas hasta de 1 X 10 ° de la cual se tomaron muestras

alicuotas de 100 pl cada una y se sembraron en placa BHI agar. El cultivo se incubd a



37 C toda la noche y posteriormente se procedid a seleccionar las colonias que se
resembraron en agar con y sin ampicilina mediante parcheo. El antibidtico se
selecciond previo antibiograma en sensidiscos de bajo, mediano y amplio espectro,
determinandose asi la resistencia a ampicilina. Las colonias que crecieron sobre agar
con ampicilina fueron aquellas que no perdieron su plasmido y las que no crecieron
perdieron el plasmido de resistencia. A partir de las colonias que crecieron en BHI sin

ampicilina se extrajeron las MVs 2,

VI.13 Extraccion de DNA plasmidico.

Se obtuvo una pastilla de MVs a partir de un cultivo en medio liquido y se
lavaron en Hepes 10 mM pH 7.4 mediante centrifugacion a 13 000 X g durante 15 min.
Posteriormente se resuspendio la pastilla en 200 ul de la Sol. I (50 mM de glucosa, 25
mM de TRIS-HCL (pH 8) y 10 mM de EDTA (pH 8), que se encontraba a 4 C. Se agitd
suavemente y se agregaron 400 pl de la Sol. II (0.2N de NaOH y SDS al 1%), recién
preparada y se agitd por inversion. Se procedié a guardar el tubo por 5 min. en hielo.
Posteriormente se agregaron 300 ul de la Sol. III (60 ml de 5M de acetato de potasio,
11.5 ml de acido acético glacial y 28.5 ml de H,0 desionizada estéril) que debe estar a
4 C. Se agitd hasta formar un coagulo y se mantuvo a -20 C por 30 min,
posteriormente se centrifugd a 13 000 X g por 10 min. Se lavd con un volumen igual al
que se obtiene del sobrenadante de cloroformo mas fenol y alcohol isoamilico a una
relacion de 25:24:1. En el sobrenadante se encontré el DNA plasmidico y el RNA
bacteriano, durante este proceso se formaron dos fases, la fase superior se recupero y
se le agregaron dos volimenes iguales al volumen que se retird (aprox. 1200 ul) de
etanol absoluto la cual se guardd a -70 C por 2 hrs. Finalmente se centrifugd a 13000
X g por 15 min, hasta obtener una pastilla, la cual se resuspendié en 50 ul de agua

desionizada estéril y se corrid la muestra en gel de agarosa al 1% 3 134,
VI.14 Western Blot (Inmunotransferencia).
Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, las bandas proteinicas fueron

transferidas a membrana de nitrocelulosa mediante electrotransferencia a 80 volts 6

400 mA durante una hora *,



La membrana de nitrocelulosa fue tratada por 24 hrs con leche descremada al
5% con la finalidad de bloquear puntos de unién no especificos para los anticuerpos.
Posteriormente, se lavé la membrana por tres ocasiones con PBS-Tween 20 al 0.05%
por 15 min. cada una y se procedid a incubar el anticuerpo primario (sueros de
corderos clinicamente sanos, clinicamente enfermos, anti-Apxl1 y un suero anti-
adhesina de una proteinas de 60 kDa de A.p. 1) a probar, por 2 hrs. a 37 C o toda la
noche a 4 C. Se lavd la membrana nuevamente por tres ocasiones en PBS- Tween 20 y
se incubd el segundo anticuerpo peroxidado (Proteina A) por 2 hrs. a 37 Co biena 4 C
toda la noche. Finalmente, se reveld la membrana con 33 diaminobencidina (DAB) al
0.05% y 1.2 ml de soluciéon NI-Co (20 mg de cloruro de niquel mas 20 mg de cloruro
de cobalto) y 1 ml de H,0, al 0.1%. Una vez preparadas, estas soluciones se agregaron
a la membrana en agitacidon suave y la reaccion se par6é con agua corriente, hasta

obtener la intensidad de bandas deseadas **°.
VI. 15 FASE DE EVALUACION IN VI VO(DESAFfO EXPERIMENTAL).
VI.15.1 Preparacion del indculo de MVs de M. haemolytica A2.

Una vez determinados los antigenos en las MVs de M. haemolytica A2, se
procedid a preparar los indculos que se utilizaron durante la evaluacidon /i vivo. A la
cepa de M. haemolytica A2, se le dio un pase en animales vivos y fue tratada con
Naranja de Acridina, de esta cepa se obtuvieron MVs utilizando la metodologia descrita
anteriormente y se estandarizaron los indculos a 25 ug de proteina/17 Kg de peso vivo,
determinando la concentracion de proteina mediante la técnica de Bradford '¥. La
concentracion del indculo se establecid obteniendo la proporcién en Kg de los corderos
a evaluar y el peso promedio de un humano adulto (70Kg) segun los datos reportados

en la vacunacion con MVs de diferentes géneros bacterianos **.
VI1.16 Fase de inmunizacion

Se trabajoé con un grupo de 40 corderos de aproximadamente 2 a 3 meses de
edad, con un peso promedio de 17 Kg. A partir de la fecha de llegada de los animales
a las instalaciones del CENID- Microbiologia, se comenzaron a realizar muestreos de
sangre cada tercer dia (Cuadro 1.), dandoles dos semanas de aclimatacién, para

posteriormente comenzar con la inmunizacién del rebafo. Seguido de esto, se procedid



a dividir a los 40 corderos en cinco grupos de 8 animales cada uno, segun lo muestra
el Esquema 3. A cada grupo se le inmunizd con MVs de M. haemolytica A2 por
diferentes vias (Esquema 3), excepto para el grupo A, en donde se utilizd una vacuna
comercial que contenia toxoide de M. haemolytica Al inactivado con antigenos de
superficie del mismo serotipo y de P. multocida, serotipo A y D libre de células con
adyuvante munokynin, la cual se administrd por via intramuscular (I.M) y al grupo E, al
cual se le administraron proteinas de membrana externa (PME) con adyuvante
(anfolinas) por via intramuscular. Al resto de los grupos que requirieron de adyuvante,
se les administraron "ANFOLINAS"” para dicha funcion. Por otro lado, se eligid evaluar
la via intranasal (I.N), dado los reportes que existen en Neisseria meningitidis, en
donde las inmunizaciones con Mvs por esta via en humanos han resultado en
persistente respuesta de anticuerpos a nivel de la mucosa (IgA) asi como en
excelentes titulos de anticuerpos séricos (IgG) con actividad bactericida en la

meningitis meningococal.



ESQUEMA 3. Distribucion de los diferentes grupos a evaluar durante la
inmunizacion y desafio.

l

Grupos de animales para

l inmunizacion y desafio.

A:Control
positivo 1:
Corderos
inoculados con
vacuna comercial
+ ADYUVANTE (8)

B:Grupo
Desafiado:
Corderos
inoculados con MVs
+ ADYUVANTE (8)

!

!

Via de
inoculacion:
I.M

I.N: Intranasal
I.M: Intramuscular
MVs:Microvesiculas

!

D:Grupo
Desafiado:
Corderos

inoculados con MVs
+ ADYUVANTE (8)

E:Control
positivo 2:
Corderos
inoculados con
PME+ ADYUVANTE

(8)

Via de

LN

inoculacion:

v

l

C: Control negativo:

Corderos inoculados
con SSF+ (8): I.M

Via de
inoculacion:
I.M

PME: Proteinas de membrana externa
SSF: Solucion salina fisioldgica




VI.17 FASE DE DESAFIO.

Se siguid un protocolo de desafio con infeccién viral con el virus de Parainfluenza
tipo 3 (PI3) por via endotraqueal y una cepa de campo de M. haemolytica A2, aplicada
8 dias después del virus por via endotraqueal, segin lo muestran el Cuadro 1 y el
Cuadro 2. En todos los casos, a los animales se les sometid a inmunosupresion,

mediante la administracion de 2 ml de dexametasona por via intramuscular (3 mg /ml)
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VI1.17.1 Desafio viral.

Todos los corderos se desafiaron el dia 37 del experimento (Cuadro 2) con virus
vivo de PI3 que tenia un titulo de 1 X 10°%, el cual se replicd en células MBDK (Células
de rifdn de bovino) al 50% en medio MEM de Glassgo. Se utilizaron 2 ml de la solucién
que contenia el virus, la cual se inoculd por via endotraqueal, desinfectando con
alcohol previamente la zona a puncionar, la cual se localizd entre los anillos traqueales
del 2° tercio de la misma. Los animales del grupo control fueron desafiados de la
misma manera. Posteriormente a todos los grupos, se les administraron 2 ml (3
mg/ml) de dexametasona por via intramuscular de forma continua hasta el dia del

desafio bacteriano .

VI1.17.2 Desafio bacteriano.

VI1.17.2.1 Estandarizacion del inoculo bacteriano.

Para completar el desafio, se realizd 8 dias después del desafio viral una segunda
inoculacién de los animales con una cepa patdgena de M. haemolytica serotipo A2,
recuperada de un animal muerto de un proceso neumonico en campo, la cual se
reactivd al darle un pase en dos corderos vivos, siguiendo todo un protocolo de
inmunizacion, a menor escala como el que se establecid en el desarrollo de este

trabajo, comprobando asi su patogenicidad.

La cepa de M. haemolytica A2 se cultivd en placas de agar sangre por 18 hrs. a
37 C. Después de este tiempo de incubacidon, se tomaron las colonias con un asa

bacterioldgica en condiciones estériles, para resuspenderlas en 2 ml de solucién salina



fisioldgica mediante agitacion suave. La suspension se ajustd por comparacion de

turbidez al tubo 0.5 de Mc Farland, que corresponde a 5 X 10 8UFC / 2 ml.

Se administraron 2 ml a cada animal por via endotraqueal, de la misma manera
que se realizd el desafio viral. Se continud con la administracién de dexametasona a
partir de este momento cada tercer dia, a dosis de 2 ml por via intramuscular hasta el

dia del sacrificio.
CUADRO 1. FASE DE INMUNIZACION EXPERIMENTAL

Calendario de inmunizacion experimental.

DiA TRATAMIENTO SANGRADO
1 Aclimatacion 10 Sangrado
1a semana
7 20 Sangrado
8 Aclimatacion 30 Sangrado
2a semana
15 40 Sangrado
17

1a Inmunizacion
19 50 Sangrado

con MVs de M.A. A2

21 6° Sangrado

2a Inmunizacion
23 7°Sangrado

con MVs de M.h. A2

31 Dexametasona

CUADRO 2. FASE DE DESAFIO EXPERIMENTAL



D: desafio

Calendario del desafio experimental.

DIA TRATAMIENTO SANGRADO
33 Dexametasona
35 Dexametasona
37 D. con el virus PI3 | 80 Sangrado
39 Dexametasona
41 Dexametasona 90 Sangrado
43 Dexametasona
D. Bacteriano con
45 la cepa 10° Sangrado
virulenta de M.A.
A2
47 Dexametasona 11° Sangrado
49 Dexametasona 129 Sangrado
51 Dexametasona 130 Sangrado
53 Dexametasona 14%sangrado
55 Dexametasona 15%sangrado
57 SACRIFICIO 16° Sangrado




VI.18 ANALISIS HISTOPATOLOGICO.

El dia 55 se sacrificaron todos los corderos, evaluando simultdneamente la
presencia de lesiones neumonicas, asi como nddulos linfoides mediastinicos vy
traqueobronquiales y obtener muestras de pulmon representativas de lesion, de
aproximadamente 0.5 cm®, que abarcaron zonas de lesidn y zonas de tejido sano, las
cuales se fijaron en formalina amortiguada al 10 % para su posterior analisis

histopatoldgico.

VI.18.1 Procesamiento histoloégico.

Las muestras obtenidas permanecieron en la formalina amortiguada al 10 %
aproximadamente una semana, para su adecuada fijacién, posteriormente fueron
procesadas en histokinett, siguiendo la técnica de deshidratacion de rutina para
inclusion en parafina y corte a 5 um para finalmente aplicar técnica de tincion de rutina
de H-E 136 137,

VI.19 Adsorcion del suero.

Se obtuvieron sueros negativos contra M. haemolytica (suero humano), los cuales
se utilizaron para establecer un punto de corte con los sueros positivos a la bacteria,

procediendo a su adsorcidn con la misma.

Se realizd un crecimiento bacteriano en 50 ml de caldo BHI en agitacion y se
centrifugd a 1200 g/ 20 min. Se resuspendieron las células en Hepes 10 mM pH 7.4 a
una concentracién 6.8 X 10 UFC/ml. Se tomaron muestras alicuotas de 200 pl y se
centrifugaron en tubos Eppendorf por 10 min. Las células se resuspendieron en 0.5 ml
de Hepes y se adiciond suero (inactivado o descomplementado a 56 C por 30 min) al
cultivo en la misma proporcion. Se mantuvieron interactuando las bacterias y el suero
por 90 min. a 4 C. Las muestras del suero con bacterias se centrifugaron en tubos

Eppendorf 2 veces por 15 min y se almacend el sobrenadante a -20 C hasta su uso %,



VI.20 PRUEBA DE ELISA INDIRECTA

Se tomaron 25 ug del antigeno (células completas de Mannheimia haemolytica
A2) y se resuspendieron en solucidon de carbonato de sodio-bicarbonato de sodio 100
mM, pH 9.6. Esto se realiz6 con el fin de sensibilizar la placa toda la noche a - 4 C. Se
adicionaron 100 pl del antigeno por pozo y se dejé incubar a - 4 C toda la noche. Se
retird el exceso y se lavaron los pozos 5 veces con PBS-Tween al 0.05%. Se
bloquearon las placas con 100 pl de gelatina al 0.5% en PBS — Tween y se dejé
incubar a temperatura ambiente por 30 a 60 min. Se retird el bloqueador y se lavaron
los pozos por 5 veces. Se agregaron 100 pl del anticuerpo primario que correspondio al
suero de los animales desafiados experimentalmente y se dejo incubar 4 C toda la
noche. Se retird el exceso y se lavd con PBS-Tween. Se agregaron 100 pl del
anticuerpo secundario peroxidado Anti- IgG y Anti- IgM de borrego (dirigido contra el
anticuerpo primario) y se dejo incubar 2 a 3 hrs. a temperatura ambiente. Se retiro el
exceso y se lavd 5 veces con PBS-Tween. Se colocaron 100 pl de la sol. Sustrato (10
ml de ABTS + 10 pl de H,0, en Buffer de citrato-fosfato) por pozo y se dejaron incubar
de 15 a 20 min., para finalmente medir la absorbancia con un filtro de 405 nm en
lector de ELISA **°.

VI. 21 Analisis Estadistico.

El analisis estadistico se realizd mediante un programa de computo (MedCalc
9.3.0.0), en donde se llevd a cabo el analisis de medias de los diferentes muestreos
serologicos a los que se les aplicd la prueba de ELISA Indirecta. Dicho programa
permitid establecer las desviaciones estandar y el andlisis de varianza entre los

diferentes muestreos.



VII. RESULTADOS.

VII.1 Caracterizacion de antigenos de MVs: Evaluacion in vitro

El peso molecular de las bandas en las MVs, fue estimado segin su posicion en

el gel, comparandolo con un estandar de proteinas de pesos moleculares conocidos,

presentes en el mismo gel y mediante un programa de cdmputo (GeneTools from

SynGene, England; Cambridge). Como lo muestra la Figura 3, el programa analizd 11

proteinas de peso molecular que van desde los 270.44 kDa hasta los 6. 99 kDa en

geles tefiidos con Azul de Comassie. Sin embargo, al tedir los geles con tincidon de plata

para proteinas, se evidencid un numero incontable de las mismas en la fracciones de

MVs analizadas.

PM aprox. Calculado
en kDa. de MV A2
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Figura 3. Anadlisis de imagen mediante software (GeneTools from SynGene,

England; Cambridge) de los corrimientos electroforéticos de MVs de M.

haemolytica A2. Dicho andlisis nos permitié establecer los rangos en kDa de proteinas que contienen

las MVs de M. haemolytica A2. El programa solo detectd 11 proteinas en los geles tefidos con azul de

Comassie.

1(250kDa)

2(150kDa)

3(100kDa)

4(75kDa)

5(50kDa)

6(37kDa)

7(25kDa)

8(20kDa)

9(15kDa)
10(10kDa)



VII.2 SDS-PAGE. (Cinética de obtencion de MVs).

Las caracteristicas de crecimiento de M. haemolytica asi como el tipo de
produccién de MVs, permitieron establecer a partir de la cinética de produccion de
MVs, que el mejor tiempo de cultivo y produccion de las mismas era de 24 hrs., con
una concentracion de gentamicina de 20 pug/ml de cultivo bacteriano (Figura 4). Por lo
que se procedid a obtener las MVs de M. haemolytica A2, comprobando dichos
parametros mediante SDS-PAGE y observacion al microscopio electrénico (Jeol;
modelo: JEM2000EX). De esta manera fue posible la identificacion de las principales
proteinas antigénicas de la bacteria (Carril 4- Fig. 4), como son la leucotoxina (LKT)
de 104 kDa, una proteina de 60 kDa que cruza antigénicamente con una adhesina de
A. pleuropneumoniae, dos proteinas de 45 y 54 kDa identificadas en un trabajo previo

como altamente antigénicas "® y el LPS de 20 kDa.
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Figura 4. SDS- PAGE al 12.5% de las PME y las MVs obtenidas a partir de la

cinética de extraccion con antibiotico. En el primer carril se observan los marcadores de
peso molecular, en el segundo carril se encuentran las PME de M./ A2, el carril 3 corresponde a MVs de
M.h A2 obtenidas a las 48 hrs y en el carril 4 MVs obtenidas a las 24 hrs., en ambos casos se utilizaron 20
Hg de gentamicina. Sobre de este Ultimo carril, se marcan las principales proteinas antigénicas de la
bacteria. En el carril 5 se observan las MVs obtenidas a las 48 hrs. sin antibidtico.



VII.3 SDS-PAGE.

Las proteinas de membrana externa (PME) y de MVs tanto del serotipo Al
(National Animal Disease Center, Agricultural Research Service, U.S. Department of
Agriculture, Ames, Iowa 50010) como del serotipo A2 (cepa de campo) fueron
separadas mediante SDS-PAGE al 12%. De cada corrimiento se realizaron 2 geles, uno
fue tefiido con azul de Coomassie y el otro se tifid con plata o bien se utilizd para
realizar la inmunotransferencia (Fig. 8 y 9). Las muestras de PME asi como de MVs, se
corrieron en el mismo gel al 12%, para determinar los patrones proteinicos tanto de la
fraccion de membrana externa asi como de las MVs, observandose entre ellas una gran
similitud en cuanto a cantidad de bandas proteinicas que comparten dichas estructuras
(Fig 5). En la mayoria de los casos se utilizd como control una cepa de A.

pleuropneumoniae serotipo 1 (Apl).
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Figura 5. SDS-PAGE al 12% de las PME y MVs de M. haemolytica, teiidos con

azul de Coomasie. En el carril 1 se encuentran los marcadores de peso molecular, en el carril 2 se
aprecian las PME de A.pl1, la cual se utilizd como control., posteriormente en los carriles 3 y 4, se aprecian
las PME de M. haemolytica A2 y Al respectivamente. El patron proteinico de esta fraccion, comparte una
gran cantidad de bandas con las MVs de sus respectivos serotipos; carriles 5 y 6. Ambas corresponden a
MVs extraidas de cultivos tratados con antibidtico (Antb), sobre del Gltimo carril se marcan con flechas las

principales proteinas antigénicas identificadas en MVs.



Se establecid mediante tincion de plata para proteinas, que tanto el serotipo
Al como el serotipo A2 de M. haemolytica comparten numerosas proteinas, siendo

éstas mucho mas evidentes con dicha tincion (Fig 6).
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Figura 6. SDS-PAGE al 12% de las PME y MVs de M. haemolytica, teiiidas con

plata. Se realizd tincion de plata, tanto de las PME, como de las MVs del serotipo A2 y Al,
evidenciandose alin mas, las proteinas que comparten dichas fracciones en ambos serotipos. Como en las
imagenes anteriores, sobre del ultimo carril se marcan con flechas las principales proteinas antigénicas

identificadas en MVs tefiidas con plata.



Una vez obtenidas las fracciones de membrana externa asi como las
respectivas microvesiculas de cada serotipo, se procedié a determinar la presencia de
LPS en ambas estructuras mediante tincién de plata modificada para LPS. Como se
puede apreciar en la imagen (Fig. 7), tanto las fracciones de membrana externa asi
como de microvesiculas, presentan LPS, el cual se observa en los fondos de los carriles
a nivel de los marcadores de 10 a 15 kDa en color oscuro. En el caso de las MVs, en
algunos casos se tine la parte superior del carril por contener componentes de la
membrana externa, ofreciendo una reaccion positiva a la tincién en la parte superior

del corrimiento (Fig. 7, carril 4)
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Figura 7. SDS-PAGE al 12% del LPS de las PME y de MVs de M. haemolytica.
En el primer carril se observan los marcadores de peso molecular, en el 2° y 39 carril se aprecia el
corrimiento de la fraccion de membrana externa tanto de serotipo Al como del serotipo A2
respectivamente, en donde se aprecia en el fondo de los mismos en un color obscuro al LPS. En el carril 4,
se observa un corrimiento de MVs de M.A serotipo A2, en donde se tifie del mismo tono el LPS en el fondo

del carril a nivel de los marcadores de 10 a 15 kDa.



VII. 4 Western Blot (Inmunotransferencia).

Se realizd el inmunoblot de las fracciones de membrana externa con sus
respectivas microvesiculas, tanto del serotipo A1 como del A2, enfrentandolos con
sueros de animales clinicamente enfermos y clinicamente sanos. En ambos casos se
observd una intensa reaccion de reconocimiento a las microvesiculas, principalmente a
las MVs del serotipo A2, en cuyo caso es importante mencionar que la mayoria de los
corderos “clinicamente sanos” muestreados en campo, presentan una gran cantidad de
anticuerpos contra los antigenos de M. haemolytica especificamente al serotipo A2
(Fig. 8).
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Figura 8. Western Blot con suero de corderos “clinicamente sanos”,

muestreados en campo. En el carril 1 se muestran los marcadores de peso molecular, en el carril
2 se utilizaron PME de A. pleuropneumoniae serotipo 1 (A.p 1) utilizada como control, en los carriles 3 y 4
se observan las PME de los serotipo Al y A2, respectivamente y finalmente en los carriles 5 y 6 se
aprecian las proteinas de las microvesiculas tanto del serotipo A1 como del serotipo A2 respectivamente.



Para determinar la presencia de la leucotoxina (LKT) en las microvesiculas, se
procedié a utilizar un suero anti-Apx1 de A. pleuropneumoniae, dado que dicha
bacteria posee una hemolisina, de un peso (105 kDa) y estructura de RTX muy similar
a la LKT de M. haemolytica (Fig. 9). Sobre el Inmunoblott, se observa claramente una
banda ligeramente por arriba del marcador de 100 kDa, que esta siendo reconocida
por el suero anti - APx1 de A. pleuropneumoniae, la cual podria corresponder a la
leucotoxina de M. haemolytica dando esto una reaccion cruzada positiva (Fig 9. carril
2y 3).

kDA PM Al A2
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Figura 9. Western Blot con un suero anti - Apx1 de A. pleuropneumoniae

reaccion cruzada con LKT. En el primer carril se aprecian los marcadores de peso molecular y en

los carriles 2 y 3 observamos MVs de los serotipos Al y A2 de M. haemolytica respectivamente, en donde
se aprecia una banda ligeramente por arriba del marcador de 100 kDa, que corresponde a la LKT, de la

bacteria.



Otro de los sueros que se probaron con al técnica de inmunoblott
transfiriendo MVs tanto del serotipo A1 como del serotipo A2 de M. haemolytica, fue
un suero anti - Adhesina conteniendo anticuerpos contra una proteina de 60 kDa de A.
pleuropneumoniae previamente identificada en dicho agente ** (Fig. 10). En este
caso se observo un claro reconocimiento sobre una proteina de peso similar en las MVs
de M. haemolytica. En ambos casos se observa claramente el reconocimiento de una
banda que se encuentra entre el marcador de 50 y 75 kDa, la cual reacciond con el
suero anti - Adhesina (60 kDA) de A. pleuropneumoniae, la cual podria corresponder a

una proteina de estructura similar en M. haemolytica A2 (Fig. 10, carril 2y 3).
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Figura 10. Western Blot con suero anti-Adhesina de 60 kDa de A.

pleuropneumoniae, reaccion cruzada con M. haemolytica. En el primer carril se
encuentran los marcadores de peso molecular y en los carriles 2 y 3 observamos MVs del serotipo Al y A2

de M. haemolytica respectivamente.



VII. 5 Eliminacion del plasmido.

Una vez eliminado el plasmido de resistencia, se procedid a hacer electroforesis
en geles de agarosa al 1%, para determinar la presencia o ausencia de dicha
estructura, a partir de cepas tratadas con naranja de acridina y cepas sin el

tratamiento (Fig. 11).
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Figura 11. Gel de agarosa al 1% para observar DNA de MVs de Mannheimia
haemolytica. En el primer carril se encuentran los marcadores de tamafio y en el carril 2 observamos
una muestra de MVs de M. haemolytica serotipo A2 tratada con Naranja de Acridina y en el carril 3 una

muestra de MVs del serotipo A2 sin tratamiento con Naranja de Acridina.



VII. 6 Microscopia Electronica.

La observacion de las bacterias con MVs en los diferentes campos al
microscopio electrénico (Jeol; modelo: JEM2000EX), revelo la presencia de estructuras
de tamafo regular y de forma esférica que pudieran sugerir coalescencia de
microvesiculas (Fig. 12), Es claro a su vez la formacion de multiples MVs emanando
de la superficie bacteriana, en donde se aprecia claramente la doble membrana
caracteristica de las mismas. En otros casos, se observaron numerosas MVs
desprendiéndose de la membrana externa de la bacteria asi como a lo largo de la
bacteria (Fig. 13).

Figura 12, Figura 13.

Tincion Negativa de MVs de M. haemolytica A2.

Figura 12. En la imagen se aprecia el cuerpo bacteriano de M. haemolytica liberando mdltiples
estructuras esféricas de aproximadamente 100 nm de diametro (flechas rojas). Dichas estructuras tienden
a coalecer para formar estructuras de mayor tamafio (200 nm) (flechas amarillas).

Figura 13. Se observa un cimulo de MVs, en una de los polos del cuerpo de la bacteria (flecha amarilla),
siendo la mayoria de ellas de tamafo uniforme con una halo muy claro a su periferia que denota la doble
membrana (50nm).




VII. 7 ELISA INDIRECTA.

La prueba de ELISA indirecta, se realizd considerando como titulos basales de
IgG e IgM, aquellos determinados durante el primer muestreo dado que los ovinos, no
son animales libres de Mannheimia haemolytica. Como se ha mencionado
anteriormente, ésta bacteria reside en vias respiratorias superiores (tonsilas) y bajo
estimulo de inmunosupresion, prolifera y culmina con la invasiéon del pulmén. Por lo
tanto, al carecer de animales libres de la bacteria, partimos nuestra evaluacién
inmunoldgica del titulo obtenido durante la primera semana de aclimataciéon (Figura
14). Es importante mencionar que no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre las
medias de las IgGb (b=basales) y las IgMb muestreados en los diferentes grupos asi

como entre grupos.
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Figura 14. Titulos basales (b) de IgG e IgM en los cinco grupos a evaluar.

Grupo A: Animales vacunados por via I.M con la vacuna comercial, Grupo B: animales
vacunados via intranasal, Grupo C: Animales del grupo control. Grupo D: Animales vacunados
por via I.M con MVs y Grupo E: animales vacunados con PME via I.M.

b: basales



Es durante la segunda semana de aclimatacion, que los titulos de IgG se elevan
ligeramente por arriba de las IgM (Figura 15) y por ende de los titulos basales
previamente establecidos en el primer muestreo (IgG b e IgM b). Es importante
mencionar que no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre las medias de las
inmunoglobulinas del 4° y las medias de las IgG e IgM basales., excepto en el grupo B,
en donde se observod diferencias significativas (P<0.05) entre las IgG del 1°M con

respecto al 4° muestreo.
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Figura 15. Comparacion de la respuesta inmune entre los titulos basales y

los obtenidos en la 22 semana de aclimatacion. Las IgG del segundo muestreo se

elevaron por arriba de las IgM y de las inmunoglobulinas basales del primer muestreo. Solo en el grupo
B, se observo diferencias significativas (P<0.05) entre las IgG del 1°M con respecto al 4° M

b: basales



Durante el 5° y 7° muestreo (Figuras 16 y 17), los cuales correspondieron a
la 12 y 22 inmunizacidn, se pudo observar una marcada respuesta de las IgM (p<0.05)
con respecto a las IgG y al muestreo basal. La respuesta inmune primaria por
considerarla asi dentro del experimento, esta dada por las IgM circulantes. Entre las
IgM vy las IgG del grupo B, C, D y E del 5° muestreo, hubo diferencias significativas
(p<0.05). Lo mismo sucedio entre las IgM e IgG del 5° muestreo con respecto al
muestreo basal, donde también hubo diferencias significativas entre dichos muestreos
(p<0.05).
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Figura 16. 12 inmunizacion con los diferentes tratamientos inoculados

por diferentes vias. Entre las IgM y las IgG del grupo B, C, D y E del 5° muestreo, hubo diferencias

significativas (p<0.05). Lo mismo sucedid entre las IgM e IgG del 5° muestreo con respecto al muestreo
basal, donde hubo diferencias significativas entre dichos muestreos (p<0.05).

b: basales
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Figura 17. 22 inmunizacion con los diferentes tratamientos inoculados por

diferentes vias. Entre las IgM y las IgG del grupo A, C, D y E del 70 muestreo, hubo diferencias

significativas (p<0.05). Lo mismo sucede entre el 7° muestreo con respecto al muestreo basal
(p<0.05).

b: basales



Una vez inmunizados los corderos de los diferentes grupos, se procedio a la
inoculacién del virus (PI3), quien fungid como agente primario inmunosupresor, dada
la fisiopatologia de la enfermedad. En este punto se mantuvo la respuesta de las IgM,
por arriba de las IgG. Es evidente la respuesta del 8° muestreo, que quedo muy por
arriba del muestreo basal haciéndolo de esta manera, significativamente diferente
(p<0.05).
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Figura 18. 1° Desafio con virus vivo de PI3, tratamiento paralelo con

dexametasona. Entre las IgM y las IgG del grupo A, B, Cy D del 8° muestreo, hubo diferencias

significativas (p<0.05). Observandose de la misma manera, las diferencias (p<0.05) entre las

inmunoglobulinas del 8° muestreo con respecto al muestreo basal.

b: basales



Como lo muestra la grafica (Figura 19), las IgM contintdan por arriba de las
IgG. Es importante recordar, que se trataron a los animales a partir del dia 31 con
dexametasona asi como también se desafiaron con PI3, obligando asi al sistema (IgG)
a mantenerse por debajo de la respuesta, para favorecer la colonizacién de la bacteria
en el drgano blanco durante el desafio bacteriano con la cepa virulenta de campo, lo

cual pudiera desencadenar este tipo de respuesta inmune.
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Figura 19. 2° Desafio con una cepa de campo virulenta de M.
haemolytica A2, tratamiento paralelo con dexametasona. Entre las IgM y las IgG

del grupo A, C, Dy E del 10° muestreo, hubo diferencias significativas (p<0.05). Observandose de la
misma manera, las diferencias (p<0.05) entre las inmunoglobulinas del10° muestreo con respecto al
muestreo basal.

b: basales



Es en este muestreo, en el que finamente se observa una ligera curva de IgG
que pasa muy cerca da la respuesta de las IgM. La respuesta de las IgG, no es del
todo contundente con respecto a la doble inmunizacién como era de esperarse, ya que
posterior al muestreo 149, la respuesta inmune vuelva a ser dominada por las IgM
(Figura 20). Entre las IgG e IgM del 14° muestreo no hubo diferencias significativas
(p>0.05). Es posible que el sistema inmune, a pesar del estado de estrés constante
(Inmunizacién con PI3 y tratamiento con dexametasona), haya respondido lo suficiente
como para haber generado este tipo de respuesta, la cual a pesar de no ser tan
evidente estadisticamente, protegid del desarrollo de lesiones caracteristicas de la
pasteurelosis neumonica en los grupos A y D, no asi para el resto de los grupos

tratados.
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Figura 20. Comparacion del muestreo 14° posdesafio, con respecto al

titulo basal. Entre las IgG y las IgM de todos los grupos del muestreo 14, no hubo diferencias

significativas (p>0.05). Sin embargo, se observa claramente, las diferencias significativas (p<0.05) que
hubo entre el 14° muestreo con respecto al muestreo basal.

b: basales



Posterior al muestreo 149, las IgM, volvieron a dominar la respuesta generando
diferencias significativas (p<0.05) entre los titulos de IgM con respecto a las IgG. De la
misma manera se puede apreciar una respuesta muy similar (p<0.05) entre el
muestreo 16° y el basal. No podemos descartar, que la respuesta se halla visto
influenciada por factores externos a la evaluacion in vivo, como pudieran haber sido los
cambios de clima, o bien la reactivacion de Mannheimias comensales de vias
respiratorias altas en los momento de mayor estrés e inmunosupresién (10 y 20
semana de aclimatacién y durante el desafio viral y bacteriano) Recordando que alin y
cuando los titulos de IgG e IgM fueron significativamente diferentes (p<0.05) con
respecto a los basales, no en todos los casos, esto se tradujo en una respuesta

protectora.
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Figura 21. Ultimo muestreo posdesafio con M. haemolytica A2. Entre las IgM y las

IgG de todos los grupos hubo diferencias significativas (p<0.05), al igual que los titulos de las

inmunoglobulinas del 16° muestreo con respecto a los basales (p<0.05).

b: basales



De manera general, los titulos de IgG en los diferentes grupos tratados durante
el desarrollo de la evaluacion in vivo, mostraron un comportamiento ascendente, con
respecto al titulo basal. Los titulos de IgG se fueron elevando conforme se realizaron
los diferentes tratamientos segun lo muestra el Cuadro 1 y 2. A pesar de la presion
que se ejercié al sistema inmune, (estrés de manejo, desafio viral y tratamiento con
dexametasona), las IgG, respondieron a los antigenos inoculados por las diferentes
vias. Aun cuando los picos de respuesta no son muy evidentes (Figura 22), dado que
los animales ya presentan cierta respuesta a la bacteria, los titulos de IgG tanto del
grupo A como del grupo D, protegieron contra el desarrollo de lesiones, no asi para el
resto de los grupos, quienes a pesar de responder de manera similares al grupo Ay D,

desarrollaron lesiones caracteristicas a la pasteurelosis neuménica.
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Figura 22. Comportamiento general de los titulos de IgG durante el

desarrollo de la evaluacion /n vivo. Grupo A: Animales vacunados por via I.M con la vacuna

comercial, Grupo B: animales vacunados via intranasal,_Grupo C: Animales del grupo control. Grupo D:
Animales vacunados por via I.M
con MVs y Grupo E: animales vacunados con PME via I.M.

1°: Titulo basal



En el caso de la IgM, la respuesta general de estas inmunoglobulinas, con respecto a
las IgG, mostraron un patrén muy diferente. Es evidente en la grafica, que entre el 4°
y el 5° muestreo, la respuesta se dispara. Las IgM, son las inmunoglobulinas de la
respuesta primaria ante el antigeno y muy probablemente en éste periodo es cuando
éstas se activaron. A partir del 5° muestreo, la respuesta se mantuvo con ligeras
ondulaciones y fue hasta el 14° muestreo posdesafio con la cepa de campo virulenta
de M. haemolytica, cuando descienden notablemente, para dar paso a la respuesta de

IgG y finalmente vuelven a ascender.

Titulos de IgM durante el desarrollo del
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Figura 23. Comportamiento general de los titulos de IgM durante el

desarrollo de la evaluacion /in vivo. Grupo A: Animales vacunados por via I.M con la vacuna

comercial, Grupo B: animales vacunados via intranasal, Grupo C: Animales del grupo control. Grupo D:
Animales vacunados por via I.M con MVs y Grupo E: animales vacunados con PME via I.M.

1°: Titulo basal



VII. 8 Resultados de la evaluacion al sacrificio.

VII. 8.1 Necropsia.

Se realiz6 la necropsia de todos los grupos, al dia 55 del calendario de desafio
(Cuadro 2). Se procedid a la inspeccidn macroscdpica del aparato respiratorio dentro
de la cavidad toracica que incluyd: determinacion de posibles adherencias entre los
I6bulos pulmonares y las paredes de la cavidad. Una vez fuera, el aparato respiratorio
fue inspeccionado en sus superficies pulmonares, revisando principalmente posibles
cambios de coloracidon que podrian incluir cambios vasculares o bien engrosamientos
de pleura pulmonar, sin descartar aquellas lesiones que incluian consolidacion que al
corte penetraban el parénquima. Se revisd la luz de la trdquea, haciendo un corte
sobre la misma en su unidn membranosa que iba desde faringe, laringe y traquea
hasta lo mas profundo del arbol bronquial. La inspeccidn incluyd la revision detallada
de nddulos linfoides traqueobronquiales y mediastinicos haciendo un corte longitudinal

por su curvatura mayor, exponiendo asi corteza y médula.

La lesion que prevalecié en la mayoria de los casos, fue la Neumonia Intersticial
(Figura 24), distribuida craneoventralmente, la cual se caracterizd por el
engrosamiento de la pleura con una distribucién que iba de multifocal a difusa,
acompafiada de cambios vasculares que incluian hemorragias petequiales y/o
congestién vascular. En otros casos, sobre estas lesiones se desarrollaron neumonias
agudas de tipo lobar o bien neumonias fibrinopurulentas, (Figuras 25, 26 y 27); en
ambos casos distribuidas craneoventralmente, con cambios vasculares evidentes que
incluian hemorragia y congestion (Figura 28). En estos casos en particular se observd
a la inspeccién de traquea, que la luz se encontraba ocupada por la presencia de un
liguido espumoso que iba de blanquecino a rojizo, obstruyendo todo lo largo de la

traquea hasta llegar al arbol bronquial.

Las adherencias prevalecieron en un 90% de los casos, fueron de moderadas a
severas e incluian la adherencia entre los I6bulos pulmonares y la pared toracica, entre
los mismos l6bulos o bien entre I6bulos y corazdén. En este Ultimo caso, las adherencias

llegaron a desarrollar engrosamiento del saco pericardico (Figuras 29, 30 y 31).



Finalmente se revisaron cuidadosamente los nddulos linfoides mediastinicos y
traqueobronquiales. Externamente se revisd su tamafio y forma, para posteriormente
realizar un corte longitudinal en su parénquima permitiendo asi la inspeccion de
corteza y médula (Figuras 32 y 33). En el Cuadro 3, se resumen las lesiones que
prevalecieron durante la inspeccién macroscopica, detallando el grado de severidad

(leve, moderado y severo) encontrado en los diferentes grupos evaluados.

Fig. 24. Neumonia intersticial.

Fig.26.Neumonia fibrinopurulenta Fig. 27. Neumonia lobar aguda severa.
focal aguda severa.



Fig.28.Hemorragias petequiales y sufusiones Fig.29. Adherencias entre I6bulos pulmonares y
multifocales severas. saco pericardico con engrosamiento del mismo.

Fig.30. Adherencias entre I6bulos pulmonares Fig.31. Adherencias entre l6bulos pulmonares
y diafragma. y pared de la cavidad toracica.

Fig.32. Hiperplasia de nddulo linfoide Fig.33. Exudado purulento en parénquima
mediastinico. de noddulo traqueobronquial.



Cuadro 3. Distribucion y severidad de las lesiones encontradas en la evaluacion a la

necropsia de los diferentes grupos evaluados.

Neumonia Hemorragias Adherencias Neumonia
intersticial petequiales y Interpulmonares, Hiperplasia de Consolidacion Neumonia Fibrinopurulenta
N , , N Lobar aguda aguda
craneoventral congestion acorazony/oa Ndédulos linfoides pulmonar
y craneoventral craneoventral
vascular. torax
+++ ++ + +++
Grupo } ) }
A 8:8 5:8 3:8 8:8
100% 62.5 % 37.5 % 100%
+ + +++ +++ +++ +++ +++
Grupo
B 3:8 3:8 6:8 8:8 2:8 2:8 2:8
37.5% 37.5% 75% 100% 25% 25% 25%
++ ++ +++ +++ ++ +++
Grupo -
C 3:8 3:8 3:8 8:8 4:8 4:8
37.5% 37.5% 37.5% 100% 50% 50%
+++ ++ + +++
Grupo - - -
D 8:8 5:8 4:8 8:8
100% 62.5 % 50 % 100%
++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Grupo
E 2:8 5:8 4:8 8:8 7:8 5:8 2:8
25% 62.5% 50% 100% 87.5 % 62.5% 25%
+ discreta
++ moderada
+++ Ssevera

Grupo A: Animales vacunados con la vacuna comercial / I.M.
Grupo B: Animales vacunados con MVs / L.N.

Grupo C: Animales control.

Grupo D: Animales vacunados con MVs / I.M.

Grupo E: Animales vacunados con PME / .M.

I.M: Intramuscular

I.N: Intranasal

PME: Proteinas de membrana externa
MVs: microvesiculas




VII.8.2. Histopatologia.

Los hallazgos histopatoldgicos observados revelaron que la lesion que prevalecid
en el parénquima pulmonar fue la neumonia intersticial (Figura 34), la cual se
caracterizd microscopicamente con objetivo de 4X, por el engrosamiento del epitelio
alveolar y los septos interalveolares (Figura 35). Dicho engrosamiento se debia a la
presencia de un infiltrado inflamatorio mononuclear (M.N). Otro hallazgo evidente a la
revision con este objetivo, fue el engrosamiento de la pleura (Figura 36), por
modificacién de tejido conectivo, colageno laxo (T.C.C.L). Con objetivo de 40X, se
observd que la luz de los alveolos se encontraba reducida de tamano por el mismo
engrosamiento del epitelio y en algunos casos, éste era ocupado por células

inflamatorias.

Uno de los hallazgos mas importantes y que prevalecié en un 95% de los casos
fue la hiperplasia del tejido linfoide asociado a los bronquiolos (BALT), que con objetivo
de 4X, se observé que se encontraba muy hiperplasica desarrollarse hasta el grado de
generar continuidad hacia la lesion intersticial en la red alveolar, generando un aspecto
difuso (Figura 37). El infiltrado intersticial podia llegar a obstruir la luz de alveolos y
reducir en la mayoria de los casos la luz bronquiolar. Con objetivo de 100X, se revisd
detalladamente el epitelio de bronquios y bronquiolos, encontrando multiples cuerpos
de inclusién intracitoplasmaticos (I.C) eosinofilicos, posiblemente asociados al virus

(PI3) que se utilizd para el desafio viral (Figura 38).

Sobre estas lesiones se podia apreciar claramente con objetivo de 10X, que
multiples bronquios y bronquiolos (Figura 39) se encontraban obstruidos por un
material eosinofilico de aspecto fibrilar que se interpretdé como fibrina, asociado a un
infiltrado celular inflamatorio polimorfonuclear (PMN) (Figura 40). Con objetivo de
40X, se observaron con mayor detalle las caracteristicas nucleares de este tipo de
exudado (Figuras 41, 42 y 43). En otros casos se pudo apreciar el engrosamiento de
los septos interalveolares por la deposicion de fibrina en dichas estructuras,
caracterizando este tipo de lesiones a la neumonia producida por M. haemolytica. Los
cambios vasculares como hemorragia y congestion se encontraban delimitando este

tipo de lesiones.



Fig.35. Objetivo 40X, engrosamiento de pared
alveolar por infiltrado mononuclear.

Fig. 36. Objetivo 4X, engrosamiento de pleura Fig. 37. Objetivo 4X, hiperplasia de tejido
por hiperplasia de tejido conectivo colageno laxo. linfoide asociado a bronquiolos.

Fig. 38. Objetivo 100X, multiples cuerpos de inclusién eosinofilicos intra-
citoplasmaticos en el epitelio de un bronquio.




L W, e R Y e,
Fig.39. Objetivo 10X, infiltrado polimorfonuclear Fig. 40. Objetivo 10X, bronquitis
en la luz de un bronquiolo. fibrinosupurativa.

Fig. 41. Objetivo 40X, infiltrado mixto de Fig. 42. Objetivo 20X, bronquitis supurativa
polimorfonucleares, mononucleares vy fibrina. coexistiendo con una neumonia intersticial.

Fig. 43. Objetivo 40X, bronquitis supurativa.



VIII. DISCUSION

La secrecion de los factores de virulencia de los patdgenos Gram negativos es
complicada, por el hecho de que la envoltura bacteriana consiste en dos bicapas de
lipidos, una ligera capa de peptidoglicano, membrana interna, membrana externa y
periplasma entre ellos. Los patégenos Gram negativos han desarrollado muchas
estrategias, algunas especificas de cada patdgeno, capaces de permitir la activacion de
los diversos factores de virulencia los cuales ganan acceso al espacio extracelular,

principalmente en tejidos o en la corriente sanguinea del hospedador .

La secrecion extracelular de sus productos, es el principal mecanismo mediante
el cual los patdogenos Gram negativos se comunican e intoxican al hospedador. La
liberacion de vesiculas de la envoltura durante el crecimiento de la bacteria sirve como
vehiculo para secretar proteinas, lipidos y DNA. La produccidon de éstas ocurre en el
tejido infectado y esta influenciado, por factores del medio ambiente. El papel principal
que juegan las vesiculas es establecerse y colonizar en nichos, acarreando y
transmitiendo factores de virulencia a los tejidos del huésped, asi como también
modulando las respuestas de defensa del hospedador. La liberacion de toxinas
mediada por vesiculas es un potente mecanismo de defensa exhibido por diversos
patdgenos Gram negativos. Las propiedades bioquimicas y funcionales de las vesiculas
que liberan los patégenos al medio, revelan su potencial de impacto en las
enfermedades que producen. Estudios con microvesiculas de diversos origenes
bacterianos soportan una funcién en comun: Las vesiculas son el medio por el cual la
bacteria interactla con las otras células procariotas, eucariotas y con su medio

ambiente *,

En M. haemolytica serotipo Al (National Animal Disease Center, Agricultural
Research Service, U.S. Department of Agriculture, Ames, Iowa 50010) y serotipo A2
(cepa virulenta de campo), se identificaron microvesiculas, liberadas durante su
crecimiento normal /7 vitro en medio BHI liquido, asi como también se exacerbd la
produccion y liberacidon de las mismas, en medio adicionado con gentamicina (20pl/ml
de medio de cultivo). Este documento es el primer reporte de dichas estructuras (MVs)

en este género bacteriano.



El andlisis bioquimico y la caracterizacion funcional de las vesiculas de membrana
externa derivadas de patdgenos, demuestra que este patron de secrecién ha sido
utilizado para el transporte de factores de virulencia activos en el huésped. Las
vesiculas contienen adhesinas, toxinas y componentes inmunomoduladores que acttan
directamente mediando la adhesion bacteriana y la invasion, causando citotoxicidad y
modulando la respuesta inmune del hospedador. Por la participacion que tienen las
vesiculas en tan diversos aspectos entre la interaccion hospedador-patogeno, las

microvesiculas son considerados potentes factores de virulencia bacteriana *.

Las especies de Mannheimia expresan potentes antigenos de superficie que
incluyen al lipopolisacarido (LPS), proteinas de membrana externa (PME), proteinas
reguladas por hierro (PMH), fimbrias y polisacaridos capsulares. Estas bacterias
secretan una citolisina especifica para leucocitos denominada leucotoxina (LKT), que
mata fagocitos. La expresion de los diferentes antigenos ocurre en distintas
condiciones de crecimiento. Esto aumenta la posibilidad de que la expresion de
antigenos pueda estar alterada /n vivo y contribuir a la patogénesis de la enfermedad.
Cada uno de estos antigenos contribuye a la enfermedad clinica, en combinacién con
las secreciones y componentes celulares que favorecen la presentacion caracteristica

de la enfermedad *.

La caracterizacion de las MVs de M. haemolytica, permitié identificar los
principales antigenos de la bacteria, considerados asi por el papel que juegan en la
patogénesis de la enfermedad, tal es el caso de la leucotoxina (LKT), lipopolisacarido
(LPS), proteinas de membrana externa (PME) y un fragmento de DNA. La
caracterizacion de estos antigenos, solo consistié en la identificacién de los mismos
dentro de la MVs. Sin embargo, desconocemos si algunos de ellos se encuentran
bioldgicamente activos. Tal es el caso de la LKT, la cual fue identificada mediante
Western Blot por reaccién cruzada positiva con un suero policlonal hecho en conejos
de la hemolisina de A. pleuropneumoniae 1. La proteina identificada sobre el
inmunoblott correspondid a la LKT de M. haemolytica con un peso de 104 kDa, muy
similar a la hemolisina de A. pleuropneumoniae 1, la cual tiene un peso de 105 kDa.

Se sabe que la LKT, es secretada cuando la bacteria se encuentra en su fase de
crecimiento logaritmico y actia como una citolisina formadora de poros insertandose

en la membrana de sus células blanco *, resultando esto en un imbalance osmoético



que genera muerte a la célula huésped. La LKT inicia una cascada de eventos que

permiten el dafio al tejido, neumonia y muerte en los animales **.

Los genes que se expresan para la sintesis de la LKT se encuentran concentrados
en un operén. Este operdn cromosémico |ktCABD, consta de cuatro genes que
codifican para diferentes proteinas. El gen IktA (20 kDa) representa el precursor
inactivo de la proteina toxica con la actividad de la leucotoxina madura, la IktC codifica
para una proteina citoplasmatica de 102 kDa, la cual es requerida para la activacion
postranslacional de la |ktA a la forma activa de la leucotoxina. Las proteinas que
codifican el gen IktB (80 kDa) y el gen IktD (55 kDa) son esenciales para la secrecién

extracelular de la leucotoxina *.

El hecho de encontrar una banda de 104 kDa sobre el inmunoblot, nos permite
establecer, que la LKT, esta siendo ensamblada y secretada completa de la misma
manera que lo hace a nivel de membrana citoplasmatica durante la fase de crecimiento
logaritmico de la bacteria, de otra manera no se habria identificado la banda con el
peso correspondiente a la LKT completa. Es muy probable, que ésta se encuentre con

actividad citotdxica, sin embargo, estos ensayos no se realizaron en este trabajo.

Kato y col. en el 2002, demostraron que A. actinomycetemcomitans transporta
en sus MVs, una proteina de 28 kDa homodloga a una lipoproteina principal de
membrana externa de M. haemolytica y a su LKT. La incubacion de MVs de ésta
bacteria con células HL60 resultd en un importante porcentaje de lisis. Lo cual indica
que las MVs de este género bacteriano, se encuentran asociadas a una leucotoxina

bioldgicamente activa .

Mediante electroforesis, inmunoblot y tincion de plata para proteinas, se observo,
que las proteinas que conforman la fraccibn de membrana externa, se comparten en
las MVs, lo cual es explicable dada la génesis de la mismas. Ademas, se identificaron
mediante software (GeneTools from SynGene, England; Cambridge) una serie de
proteinas en las MVs que van desde rangos de los 270 kDa hasta de aproximadamente
6 kDa. Muchas de estas proteinas pudieran corresponder a las proteinas del periplasma
o bien a aquellas que se encuentran en constante flujo y recambio entre la membrana
interna y la externa. De tal manera, que al momento en el que se forma la MVs, se

arrastran dichos componentes al interior de la misma. De las proteinas de membrana



externa de M. haemolytica, solo se conoce la funcién de aquellas que ya han sido
reportadas en la literatura (porinas, lipoproteinas, proteinas de transporte vy
adhesinas), del resto de ellas, asi como de las muchas otras mas que arrastra la MVs
durante su formacion, se desconoce su funcion y efecto. Dado que las MVs se forman
a partir de la membrana externa, entonces acarrean en su estructura una gran

cantidad de PME que las enriquecen antigénicamente.

Pandher y col. en 1998, reportd una proteina de membrana externa de 45-kDa la
cual demostrd tener una alta respuesta de anticuerpos al correlacionarla con la
resistencia al desafio experimental. Pandher reporté la clonacién, secuenciaciéon y
caracterizacion del gen que codifica para la proteina de ME de 45 kDa de M.
haemolytica A1, designada como PIpE, la cual se encontrd que es genéticamente
similar a una lipoproteina (OmIA) inmunogénica de Actinobacillus pleuropneumoniae
serotipos 1 y 5. La purificacion mediante inmunoafinidad con anticuerpos anti-PIpE,
reconocieron una PME de tamafo similar en todos los serotipos de M. haemolytica
excepto en el serotipo 11, el cual posteriormente fue reclasificado en Mannheimia
glucosida. La lipoproteina (PIpE) se encuentra expuesta en la superficie de la bacteria
y es altamente inmunogénica para el ganado. En ensayos de complemento hubo una
reduccion significativa en la muerte de M. haemolytica cuando el sistema se saturd de

suero hiperinmune de bovino anti- PIpE 7.

Por otro lado, en un trabajo hecho por Gonzalez y col. en el 2002, en donde se
evalud la respuesta inmune de borregos mediante Western Blot tanto de animales
muestreados en campo como de animales desafiados experimentalmente a las
proteinas de membrana externa de M. haemolytica A2, se observd que un alto
porcentaje de los sueros de estos animales, reconocian fuertemente sobre las
membranas de nitrocelulosa varias proteinas, pero principalmente dos, una de 45 kDa
y otra de 54 kDa .

En el andlisis de imagenes mediante software de las electroforesis que se tifieron
con plata y Comassie a partir de PME y de MVs, se identificaron las proteinas de 54 y
45 kDa. Desconocemos la funcion de éstas dos proteinas en el serotipo A2. Sin
embargo, no se descarta su elevada antigenicidad ante el sistema inmune de los
borregos. Sin descartar la posibilidad que de que la proteina de 45 kDa, sea
efectivamente el de una lipoproteina (PIpE).



Existen estudios que indican que los anticuerpos contra las proteinas de
membrana externa de M. haemolytica juegan un papel muy importante en la
inmunidad contra la Mannheimiosis Neumonica (Pasteurelosis Neumdnica) del ganado,
ya que son de los antigenos mas importantes en la estimulacion a la resistencia a dicha
enfermedad. Estudios hechos por Morton y colaboradores, en 1990, 1994 y 1995, por
Moiser y colaboradores, en 1989, y por Confer en 1993., indican una correlacion
estadisticamente significativa, entre la resistencia a la pasteurelosis neuménica y la
presencia de anticuerpos séricos, dirigidos contra una gran cantidad de proteinas

presentes en extractos salinos de toda la célula bacteriana ”.

Es importante mencionar también que de M. haemolytica A1, se ha identificado
como adhesina, una proteina de la fraccion de membrana externa de 68 kDa '*. En
este trabajo se probd sobre las inmunotransferencias tanto de MVs como de PME, un
suero policlonal hecho en conejos anti-adhesina a colagena tipo III de 60 kDa de A.
pleuropneumoniae, €l cual tuvo una reaccion cruzada positiva sobre los inmunoblots.
Lo cual indica, que M. haemolytica, porta una proteina homdloga de peso y estructura
antigénica similar a la reportada en A. pleuropneumoniae. En este trabajo solo se
identificd a la proteina en MVs de M. haemolytica, pero se desconoce su funcion en

este género bacteriano.

Sin embargo, Lo. y col. 1996., a partir de clonas de £. colitratadas con plasmidos
recombinantes que expresan antigenos de M., haemolytica A1, aislaron una proteina de
60 kDa, que probo tener una alta inmunogenicidad dada la respuesta de anticuerpos la
cual fue significativamente correlacionada con la resistencia a la enfermedad basado
en datos con un fragmento clonado parcialmente. Se encontré que el gen que codifica
para la proteina de 60 kDa esta presente solo en biotipos A y no en los biotipos T.
Dicha proteina demostrd un alto reconocimiento antigénico mediante Western Blot, al
probarlo con suero de ganado vacunado con “Presponse” que fue resistente al desafio

experimental ¥,

Por otro lado, se identificdé mediante tincidon de plata, el LPS tanto en la fraccion
de membrana externa de M. haemolytica A2 como de sus MVs. Esta estructura se
encuentra conformacionalmente anclada sobre la membrana externa, haciendo posible

de esta manera, que durante la génesis de la MVs, se arrastre este antigeno



estructural de la ME del patdgeno a la MVs. La presencia positiva del LPS en dichas

estructuras hace alin mas atractivo, el efecto antigénico.

El LPS del género Mannheimia comprende del 10 al 25% del peso seco de la
bacteria. Este antigeno generalmente se encuentra asociado a la célula bacteriana,
pero ha podido detectarse libre en infecciones pulmonares %, Se le considera uno de
los componentes de la bacteria con alta capacidad de inducir una respuesta
inflamatoria *°. Se sabe que tanto la LKT como el LPS inducen la expresion de genes
para citocinas proinflamatorias, incluyendo IL-1 y TNF-a en los macréfagos alveolares

del bovino % ***,

Las MVs contienen componentes que son reconocidos por células eucariotas en
los patrones de respuesta inmune innata y adquirida. Considerando las propiedades de
la ME y de los cambios que sufre durante la infeccion bacteriana (como el antigeno - O
del LPS), el impacto de las vesiculas en la modulacidn del sistema inmune podria variar
durante el curso de la infeccidén. Ratones infectados con S. typhimurium generan una
respuesta de células T CD4* que reconocen antigenos en MVs de Salmonella ***. El
LPS, Las lipoproteinas y las PME presentes en las MVs, son moléculas bioldgicamente
activas que pueden activar al sistema inmune via receptores Toll-like (TLRs) e inducir

migracion leucocitaria *** 1%,

Tanto la LKT como el LPS de Mannheimia haemolytica juegan un papel
importante en la patogénesis de la Mannheimiosis Neumdnica (Pasteurelosis
Neumonica). Se piensa que estos dos antigenos son los principales factores de
virulencia de la bacteria durante su invasion, los cuales contribuyen a desarrollar la

patologia caracteristica de esta enfermedad.

Numerosos trabajos se han realizado en torno a la vacunacién con MVs en
diversos géneros bacterianos. Una vez establecidos los antigenos que éstas acarrean,
se han convertido en importantes bioldgicos con alto valor inmunoldgico para prevenir

enfermedades inmunizando ratones, cuyos, conejos y humanos.

Las MVs podrian ser capaces de escapar al sistema inmune durante la

colonizacion bacteriana. Se ha propuesto que las vesiculas de Neisseria actian como



decodificadores del sistema inmune adhiriendo y removiendo de las células blanco, los

factores bactericidas del suero **>.

Por otro lado, se sabe que la administracion parenteral de altas concentraciones
de proteinas purificadas, péptidos o conjugados acarreadores de haptenos, permite
una elevada respuesta inmune y éstos, al administrarse con un adyuvante, inducen
una respuesta mucho mayor tanto humoral como celular en el individuo. La actividad
adyuvante del DNA y de los oligodesoxinucledtidos (ODN) fue descrita a principios de
1960. Hechtel y col. *®* mostraron que la inyeccion de DNA de timo bovino con DNasa
digerida y DNA con células rojas de borrego (SRBC) en ratones, AKR permitié de dos a
tres veces mas la formacion de placas de células, respuesta que se compard con la

administracion del antigeno solo.

Diferentes investigaciones han probado que los ODN pueden estimular las células
T. Katz y Hamaoka en 1973 >/, mostraron que los ODN pueden inducir la expansion de
acarreadores de superficie de las células T y Allison en 1973 **® demostrd que éstos son

capaces de elevar las reacciones de linfocitos mixtos.

Mannheimia haemolytica acarrea un fragmento de DNA en sus MVs, lo cual
podria potencializa el efecto antigénico e inmunoldgico de las mismas. Hasta el
momento se desconoce la funcién especifica de este DNA identificado en MVs. Sin
embargo, es cierto que al acompafar a los antigenos acarreados en la MVs, podria
generar una mejor respuesta inmune humoral en aquellos individuos que se expongan
a las mismas. Las MVs ademas portan su adyuvante natural (endotoxina) y antigenos

bacterianos localizados en la superficie, que las hace altamente inmunogénicas.

El DNA bacteriano esta dotado de propiedades estimuladoras policlonales.
Messina y col. en 1991 ° y Sun y col. en 1997 ** mostraron que el DNA bacteriano
induce la proliferacion independiente de células T y la sintesis policlonal de
inmunoglobulinas en linfocitos B de ratdn. Este efecto fue observado con ss-, ds-DNA y
con fragmentos de DNA de 100 pb. El efecto del DNA es muy parecido al de las
endotoxinas, por lo que se propuso que ambas substancias estimulan la inmunidad
innata accionando directamente la reaccion inflamatoria. EI DNA plasmidico acciona la
maduracion de células dendriticas (DCs); Estos autores demostraron que el DNA
bacteriano, o CpG ODN, producia la maduracion de las DCs inmaduras activandolas y



produciendo citocinas tales como IL-12, IL-6 y FNTo. La induccién y maduracién de las
DCs y la produccién de citocinas muestra que el DNA bacteriano o CpG ODN son
capaces de contribuir a la eficiencia de las DCs para iniciar la respuesta inmune celular
mediada por células T. Los plasmidos bacterianos inducen ademas la expresion de
genes de IL-1B y PAF-2, fendmeno caracteristico de la activacion de los macréfagos

161

Numerosos estudios respaldan la capacidad inmunogénica de las MVs evaluadas,
principalmente mediante la técnica de ELISA. Rosengvist y col. demostraron que con la
tercera dosis de vacunacion de MVs, la mayoria de los individuos que la recibieron,
desarrollaron anticuerpos bactericidas (IgG), evaluados mediante ELISA. Los trabajos
con la vacunacion de bioldgicos que contienen numerosos antigenos generan una

extensa heterogenicidad en la respuesta inmune de humanos %

En el presente trabajo se realizd una evaluacion inmunoldgica mediante la
técnica de ELISA indirecta con los sueros de los corderos inmunizados y desafiados
experimentalmente. Se estableci6 un titulo basal, dadas las caracteristicas
fisiopatologicas de la bacteria, a partir del cual, se compard la respuesta de los
diferentes muestreos segun los tratamientos administrados a los diferentes grupos de

borregos durante el desarrollo de la evaluacién in vivo.

Los titulos basales tanto de IgG como de IgM., considerandolos asi, dado que los
borregos no son animales libres de Mannheimia haemolytica, por el contrario portan
cepas comensales en vias respiratorias superiores %, que bajo circunstancias de
inmunosupresion, pueden multiplicarse y migrar al pulmén causando la enfermedad
proliferando rapidamente en este lugar '**'%>. En la primera semana de aclimatacion, al
rebafio se le realizaron exclusivamente, sangrados cada tercer dia y se les separd
aleatoriamente en cinco grupos de acuerdo a las especificaciones del calendario de
inmunizacion y desafio (Cuadrol, 2 y Esquema 3).

Dicho periodo permitié que los animales se adaptaran a las nuevas condiciones
tanto del macro como del micro ambiente. EI comportamiento de los titulos tanto de
IgG como de IgM, fue muy parecido, en ambos, los titulos se comportaron de manera
muy similar y en todos los grupos, las medias no fueron significativamente diferentes
(P>0.05). Cabe mencionar, que es en este periodo, cuando los animales se

sometieron a estrés importante durante el transporte de su lugar de procedencia hasta



las instalaciones del CENID-Microbiologia. Procesos como este favorecen Ila
reactivacion de cepas comensales en vias respiratorias superiores ¢, generando asi,
altos titulos de estas inmunoglobulinas (IgG e IgM). Es a partir de estos titulos
entonces que se realizaron las evaluaciones de las diferentes inmunizaciones vy

desafios, tomandolos desde este momento como titulos basales.

Para el cuarto muestreo, que correspondié a la segunda semana de aclimatacion,
los animales elevaron sus niveles de IgG, por arriba de las IgM y de los basales. Sin
embargo, las medias entre los titulos basales con respecto a los titulos del cuarto
muestreo tanto de IgG como de IgM no fueron significativamente diferentes
(P>0.05).

Entre el 4° y 50 la respuesta de IgM se elevd abruptamente, el estado inicial de
inmunosupresién al que se les sometié a los animales a su arribo a las instalaciones y
posteriormente los cambios de alimentacion y los sangrados cada tercer dia pudieran
haber generado reactivacion de cepas comensales de M. haemolytica en vias
respiratorias superiores, favoreciendo este proceso dadas las circunstancias en las que
se encontraban los animales, exacerbando la respuesta de ésta inmunoglobulina
durante este periodo. Es evidente que la elevacion de las IgM no se debid a la
inmunizacion. Sin embargo la respuesta de las IgG fue aumentando paulatinamente

con respecto a los diferentes tratamientos aplicados a los diferentes grupos.

En un estudio realizado por Moiser y col. en 1989, en donde se evalud la
respuesta de IgG e IgM de ganado vacunado con de 3 inmundgenos diferentes: 1)
células completas muertas de M. haemolytica + adyuvante incompleto de Freund’s
(FIA), 2) células completas muertas de M. haemolytica + hidréxido de Al (ALH) y 3)
células completas vivas de M. haemolytica (VIVA), a diferentes antigenos (células
completas de M. haemolytica (WB), subunidades de proteinas y carbohidratos
capsulares (CPS), carbohidratos capsulares (CC) y leucotoxina (LKT). La resistencia a la
enfermedad se determind por la induccion experimental de lesiones al desafiar
intratoracicamente a los animales. Por lo que se observd, que el grupo de animales
vacunados con FIA, asi como los animales vacunados con WB, desarrollaron los titulos
mas altos de IgG con respecto a los demas grupos contra CPS y LKT respectivamente.
La elevada respuesta de las IgG a todos los antigenos a probar fue significativamente
asociadas con la resistencia a la enfermedad experimental. La respuesta de las IgM
solo se correlaciond significativamente con la resistencia en la respuesta a los CPS.



Estos estudios indican que las IgG séricas responden a varios antigenos de superficie
de la bacteria, asi como a la LKT, la cual puede aumentar la resistencia a la
enfermedad experimental. Mientras que la respuesta de las IgM aparentemente no

juegan un papel importante en la resistencia en la enfermedad experimental %,

Es hasta el quinto y séptimo muestreo, cuando se realizd la primera y segunda
inmunizacion respectivamente con los diferentes antigenos de Mannheimia haemolytica
A2, incluyendo una vacuna comercial, por diferentes vias (Cuadro 1) y a partir de este
momento también, se hace evidente la respuesta de las IgM sobre las IgG elevandose
ambas por arriba del muestreo basal. Las medias del quinto muestreo entre las IgG e
IgM, de los diferentes grupos fueron significativamente diferentes (p<0.05) excepto
en el grupo A. De la misma manera el 5° muestreo fue significativamente diferente
(P<0.05) con respecto al muestreo basal. La respuesta inmune primaria por
considerarla asi dentro del experimento, esta dada por las IgM circulantes. Son estas
inmunoglobulinas, las que dan soporte a la respuesta generada por los antigenos
inoculados por primera vez o bien en el caso de Mannheimia, por los antigenos de
“superficie” '*® inducidos por la bacteria cuando se encuentra como comensal de vias
respiratorias altas. Por lo que su elevada respuesta pudiera explicarse a que la prueba
de ELISA se realiz6 con células completas de la bacteria. En este trabajo no se evalu6
la respuesta inmune por separado de los antigenos determinados en las MVs (LKT,
PME, LPS).

Para el resto de los muestreos, los niveles de IgG y de IgM, con respecto a los
basales, permanecieron muy por arriba de los mismos, generando medias
significativamente diferentes (P<0.05) en todos los casos. Estos niveles reflejan, la
respuesta que se fue generando con las inmunizaciones con MVs y posteriormente con
los respectivos desafios, tomando en cuanta que ya existe respuesta previa a la
bacteria y que a los animales se les estresd con los sangrados cada tercer dia y se

continud inmunosuprimiendo hasta el final del experimento con dexametasona.

Es importante sefialar que aln cuando no se observaron diferencias significativas
estadisticamente entre los grupos A y D en la prueba de ELISA, la evaluacién
macroscopica de los pulmones de los animales del grupo A (inmunizados con vacuna
comercial via I.M) con respecto a los del grupo D (inmunizados con MVs via 1.M),
fueron muy similares, es decir no desarrollaron lesiones sugestivas a Mennheimiosis

Neumonica (Pasteurelosis Neumonica), por el contrario desarrollaron Unicamente



neumonias de tipo intersticial, asociadas al agente viral. Lo cual nos sugiere que ambas
inmunizaciones se comportaron de manera similar con respecto al desarrollo de las
lesiones, a diferencia del resto de los grupos, que desarrollaron neumonias lobares en
diferentes grados vy distribuciones, asociadas principalmente a la presencia de

Mannheimia.

El hecho de que los animales de estos grupos (A y D) no hayan desarrollado
lesiones neumodnicas caracteristicas de la enfermedad, permite establecer que hubo
cierto grado de proteccion contra el desafio con la cepa virulenta de campo (M.
haemolytica A2). No asi, para el resto de los grupos (B, C y E) quienes desarrollaron
lesiones caracteristicas a la Mennheimiosis Neumonica (Pasteurelosis Neumonica). Se
sabe que los animales que desarrollan neumonias, son animales que retrasan su
metabolismo, generando una mala conversidn alimenticia y bajan de peso, resultando

esto en pérdidas econdmicas importantes a los productores =.

El grupo E, que fue el grupo inmunizado con PME por via I.M, desarrollaron altos
titulos tanto de IgG, como de IgM. Sin embargo, esto no se tradujo en proteccion
contra el desarrollo de lesiones, ya que los animales de este grupo (87.5%)
desarrollaron neumonias lobares con importantes zonas de consolidacién
craneoventral, sin que esto afectara los titulos de IgG e IgM que desarrollaron éstos
animales, los cuales fueron significativamente diferentes (P<0.05) con respecto a los

basales.

Numerosos estudios enfatizan la importancia de las PME de Mannhheimia
haemolytica, en relacion a la elevada respuesta inmune que generan, en individuos
inmunizados con dichas proteinas. Pandher y col. 7 identificaron 21 PME altamente
inmunogénicas expuestas en la superficie de Mannheimia haemolytica A1 mediante el
tratamiento con proteasas y Western Blotting. Por otro lado, observaron una elevada
respuesta de anticuerpos especificos contra las PME, al correlacionarlos con la
resistencia al desafio con una cepa virulenta de Mannheimia haemolytica A1 7471, La
vacunacion del ganado con fracciones celulares enriquecidas con PME de Mannheimia
haemolytica Al también aumentaron significativamente la resistencia al desafio

experimental 1¢7: 18,

Las lesiones neumonicas caracteristicas de la enfermedad, que desarrollaron los

animales del grupo E, las pudieron haber generado la reactivacion de cepas



comensales, asociada ademas a la cepa virulenta que se inoculd, exacerbando de esta
manera el nimero de animales enfermos asi como la severidad de las lesiones. No
podemos perder de vista lo determinante que es en este tipo de experimentos el factor
estrés y la forma en que sometemos al sistema inmune al deprimir las defensas con
dexametasona. Estos factores juegan un papel determinante en el desarrollo 6 no de
lesiones y ademas de la forma en que cada uno de los individuos sometidos a dichas

condiciones pudiera haber respondido.

Los altos titulos de anticuerpos observados en el Grupo B (MVs-1.N) y el Grupo E
(PME-I.M) no necesariamente resultaron en una buena proteccién contra la
enfermedad. En un trabajo realizado por Sabri y col. en el 2000., en donde se
inmunizaron borregos con PME de los serotipo A2, A7 y A9, se observd que los
animales con infeccidon cruzada con M. haemolytica A9 vacunados con PME de M,
haemolytica A2 desarrollaron altos titulos de anticuerpos que no resultaron en una
buena proteccidn contra el desarrollo de la enfermedad. Al parecer la respuesta es mas
especifica cuando se desafidé con la cepa homodloga con la que se vacund, pero
generalmente no hubo proteccidon cruzada contra el serotipo heterdlogo '*°. A nivel de
campo, se ha observado que los serotipos comensales, no necesariamente son los
mismos que causan el desarrollo de la enfermedad, lo cual sugiere que otros serotipos

estan interactuando libres en el medio ambiente 2,

En este trabajo, no podemos descartar que la infeccion viral comprometid
demasiado al sistema, dado las caracteristicas macroscdpicas de las lesiones, en donde
prevalecié en un 90% de los casos la neumonia intersticial, las adherencias entre
I6bulos pulmonares, hacia saco pericardico y la pared de la cavidad toracica y una vez
que se inoculd M. haemolytica, sobre las lesiones intersticiales, los animales del grupo
B, C y E desarrollaron zonas de consolidacion pulmonar craneoventral, neumonias
lobares y bronconeumonias, caracteristicas de pasteurelosis neumdnica, sin que esto
influyera en los altos titulos de anticuerpos observados en la ELISA, pero si, en el

desarrollo de lesiones a nivel pulmonar.

En un estudio en donde también se evalud la respuesta inmune en ratones
vacunados con MVs de Neisseria meningitidis por via intranasal, se observd que son
altamente inmunogénicas en dichos individuos, desarrollandose una respuesta

importante de anticuerpos sistémicos y de mucosa '”°.



Dos de ocho (25%) de los corderos inmunizados por via intranasal (Grupo B)
desarrollaron lesiones importantes en los pulmones evaluados. La respuesta inmune de
las IgG e IgM, fueron significativamente mas altos con respecto a las basales
(P<0.05). Sin embargo, aun cuando la respuesta se elevo, el 25% de los animales de
este grupo enfermaron. Cabe destacar, que la inoculacién por via intranasal en otros
experimentos hechos con MVs, se utilizaron nebulizadores, asegurando de alguna
manera la introducciéon del antigeno a evaluar a las vias respiratorias superiores. En
este caso, la inoculacidn se llevd acabo mediante la deposicion directa del indculo a la
entrada de los ollares realizando pequefas escarificaciones sobre la mucosa de la nariz
y reclinando la cabeza de los animales hacia arriba para asegurar la entrada de los
antigenos, en algunos casos los animales estornudaban tratando de eliminar el indculo,
de tal manera que parte de este era eliminado en el estornudo. Pero lo interesante es
que lo poco que entrd y bien se quedd en las vias respiratorias superiores fue
suficiente para elevar la respuesta de inmunoglobulinas séricas. Dado que no se midi6
la IgA, suponemos que a este nivel pudo haberse dado una respuesta inmune local

importante.

Se sabe que las vacunas administradas directamente en la superficie de la
mucosa nasal inducen una respuesta tanto local como sistémica. Una ventaja de la
aplicacion de bioldgicos por esta via, es la habilidad de la mucosa de inducir
anticuerpos (IgA) que actlan como barrera a la invasidbn de microorganismos

patdgenos a través de las mismas .

Para el grupo control, tres de ocho animales (37.5%) desarrollaron lesiones
neumonicas caracteristicas de Pasteurelosis, lo cual era de esperarse, ya que solo se
administrd S.S.F por via I.M y se desafio tanto con PI3, como con la cepa virulenta de
campo de M. haemolytica A2. Con este experimento se demostré que los animales no
inmunizados con ningun tipo de bioldgico, pueden desarrollar neumonia ante la
presencia de la bacteria patdgena, con altos titulos tanto de IgG como de IgM, sin
poder evitar asi el desarrollo de lesiones.

En las vacunaciones se suele recurrir a la administracion de varias dosis del
inmundgeno. Con ello se logra no sélo una mejor respuesta secundaria por el hecho de
aumentar las células B de memoria, sino que se provoca que las células B de memoria
se diferencien a plasmaticas secretoras de anticuerpos de alta afinidad '’2. Esto puede

explicar la elevada respuesta inmune ante la doble inmunizacién con MVs de



Mannheimia haemolytica, sin perder de vista que ya existian anticuerpos previos dado

la fisiopatologia del agente.

Como sistema de secrecion bacteriano de factores, las MVs son Unicas, ya que
son capaces de dispersar extracelularmente proteinas especificas como parte de un
complejo proteico y de lipidos que pueden actuar sinérgicamente para activar toxicos y

patrones de respuesta inmune en el hospedador.



IX. CONCLUSIONES

- Se identificaron y caracterizaron en Mannheimia haemolytica serotipo Al y A2,
microvesiculas (MVs) de membrana externa. En las MVs se encontraron los
principales antigenos de la bacteria: leucotoxina, lipopolisacarido, proteinas

de membrana externa y una fraccion de DNA.

-Los titulos de IgG y de IgM a partir del quinto muestreo fueron
significativamente diferentes con respecto a los titulos basales (P<0.05).
Demostrando asi la capacidad inmunogénica de las MVs para elevar la

respuesta inmune humoral.

- El grupo de los animales inmunizados con la vacuna comercial y el de los
inmunizados con las MVs, por via I.M. desarrollaron Unicamente Neumonias
intersticiales. Lo cual sugiere que las MVs de M. haemolytica A2, protegieron

contra el desarrollo de lesiones neumonicas caracteristicas de la enfermedad.

- Los altos titulos de anticuerpos observados en los animales vacunados por via
I.N, asi como los vacunados con PME por via I.M, no necesariamente
resultaron en una buena proteccion contra el desarrollo de lesiones en la

enfermedad.

- La mejor via de inmunizacion con MVs de Mannheimia haemolytica fue la
intramuscular, ya que los animales vacunados por esta via no desarrollaron

lesiones caracteristicas de la enfermedad.

-Las MVs son inmundgenos muy completos que despiertan una respuesta
inmune humoral y pueden proteger contra el desarrollo de lesiones a nivel

pulmonar, caracteristicas de la enfermedad a nivel de campo en ovinos.
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