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RESUMEN 
 

Entre  las  enfermedades  infecciosas  que  afectan  a  los  rumiantes,  las  de  origen 

respiratorio constituyen la principal causa de pérdidas en el ámbito mundial, especialmente en 

animales  jóvenes.    Mannheimia  haemolytica  es  la  principal  bacteria  aislada  de  procesos 

neumónicos  en  rumiantes.  M.  haemolytica  es  un  cocobacilo,  Gram  negativo,  patógeno 

oportunista  de  ganado,  ovejas  y  otros  rumiantes.  De  esta  bacteria,  se  han  caracterizado 

Microvesículas (MVs), identificado en ellas diversos factores de virulencia. Poco se ha descrito 

sobre  la  presencia  de  compuestos  con  actividad  de  proteasa  secretados  por  este  género 

bacteriano y menos aún a partir de MVs. De tal manera que Si  las Mvs de M. haemolytica A2 

arrastran durante  su proceso de  formación, una  gran  cantidad de  factores de  virulencia  los 

cuales participan  directamente  en  la  patogenia de  la  enfermedad,  entonces  es  posible  que 

dichas estructuras acarren proteasas de secreción biológicamente activas,  las cuales podrían 

ser  liberadas  en MVs  y  ejercer  un  efecto  directo  sobre  diferentes  substratos.  El  objetivo 

general del trabajo fue determinar y caracterizar proteasas de secreción acarreadas en MVs de 

Mannheimia  haemolytica A2.  Para  comprobar  esto  se  obtuvieron  sobrenadantes  de  cultivo 

puro de células completas de M. haemolytica A2 a diferentes tiempos de incubación (6, 12, 24, 

48 hrs.) y MVs sobreestimulando su producción de dichas estructuras con Gentamicina de 12‐

16  horas  de  incubación  a  37  °  C  en  agitación  suave.  Para  obtener  una mayor  cantidad  de 

proteína  se  precipitó  el  sobrenadante  de  cultivo  de  células  completas  con  etanol  absoluto 

relación volumen muestra – etanol 1:3 a ‐20° C durante 1 hora. Posteriormente se estandarizó 

la  concentración  y  presencia  de  proteína  por  el método  de  Bradford  y  SDS  PAGE  al  10%. 

Después  se  corrieron  geles  de  poliacrilamida  SDS  PAGE  al  7.5  y  10%  copolimerizados  con 

gelatina,  hololactoferrina,  apolactoferrina  y  hemoglobina  al  0.2%,  teñidos  con  azul  de 

coomasie. Se realizó una cinética crecimiento para comprobar en qué fase de crecimiento se le 

estaba agregando  la Gentamicina, esta  se  realizó  con un  cultivo puro overnight en placa de 

agar  sangre  e  incubándose  a  BHI  a  37°  C  a  150  RPM,  tomándose  lecturas  cada  hora  en 

Densidad  óptica  y  en  Unidades  formadoras  de  colonias,  obteniendo  como  resultado  que 

correspondía a la Fase estacionaria tardía de crecimiento bacteriano en dichas condiciones. De 

los sobrenadantes obtenidos se obtuvo como  resultado que a  las 24 horas de  incubación se 

observaron bandas concretas de degradación en los diferentes sustratos usando como control 

una cepa de referencia de Actinobacillus pleuropneuomiae. Estandarizando esto se obtuvieron 

MVs con tiempo de incubación de 24 hrs. Posteriormente se corrieron geles de poliacrilamida 

copolimerizados con los sustratos mencionados anteriormente usando como control proteínas 

del sobrenadante de M. haemolytica A2. Se observó actividad proteolítica con pesos de 35, 54, 

60, 76, 80, 160, 200 y una mayor que 250 kDa, denotando que dentro de  las MVs acarrean 

proteasas  de  secreción  biológicamente  activas  ya  que  las  MVs  se  corren  completas. 

Estableciendo una caracterización parcial de éstas, se estableció que las de alto peso molecular 

pertenecen  a  la  familia  de  las  cisteín‐proteasas  neutras  y  las  de  bajo  peso molecular  son 

metalo‐proteasas  neutras.  Comprobando  la  existencia  de  MVs;  se  realizó  Microscopia 

Electrónica de Transmisión, observándose dichas estructuras con tamaños desde 50 hasta 250 

nm,  así  como  también  la  existencia  de  MVs  alrededor  de  la  bacteria.
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INTRODUCCIÓN 

I.1 Antecedentes generales 

Las neumonías  son una de  las principales  causas de pérdidas económicas  en 

nuestro país y, a nivel mundial, estas enfermedades representan aproximadamente el 

30% del total de ganado en todo el mundo. Las pérdidas económicas rebasan millones 

de dólares solamente en Norte América. 1 ‐ 5 

A  nivel  mundial  se  calcula  que  aproximadamente  el  25%  de  los  animales 

experimenta al menos un episodio de enfermedad respiratoria durante el primer año 

de vida. Se estima además, que  las neumonías causan aproximadamente 75% de  los 

casos  clínicos  y  su  tratamiento  llega  a  representar  el  8%  del  total  de  los  costos  de 

producción. Los microorganismos de la familia Pasteurellaceae constituyen el grupo de 

bacterias más  frecuentemente aisladas de  los procesos neumónicos en  los animales 

domésticos. 6 

Particularmente  en  México,  los  procesos  neumónicos  figuran  entre  las 

principales  enfermedades  que  originan  importantes  porcentajes  de  morbilidad  y 

mortalidad en el ganado ovino. La tasa promedio de  incidencia en corderos varía del 

10 al 40% y la mortalidad puede rebasar hasta el 20%, lo que se acentúa entre los dos y 

tres meses de edad. Las pérdidas económicas debidas a estas enfermedades  incluyen 

la cantidad de animales muertos por el proceso, los gastos en medicamentos y la baja 

conversión  alimenticia,  ocasionando  que  aumenten  los  costos  de  producción  y  que 

disminuya la disponibilidad de alimentos de origen animal. 7 

Estudios realizados a nivel de rastro en el país indican que el 24% de los ovinos 

sacrificados y el 28% de  los que mueren en centros de producción ovina, presentan 

lesiones neumónicas. Estos datos se acentúan especialmente en aquellos animales de 

recién ingreso en el hato. 8 

La  enfermedad  neumónica  ha  sido  de  mayor  estudio  en  el  ganado  bovino 

debido a la mayor producción y explotación de esta especie y del número de animales 
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existente mundialmente,  superando  al  ganado  ovino  en  un  50%  o más.  En México 

existen  cifras de producción de ganado ovino de 85,965.2  toneladas anuales  totales 

mientras que en el ganado bovino las cifras son de 1, 654, 533 toneladas. 9   

El  principal  microorganismo  bacteriano  patógeno  responsable  de  la  lesión 

neumónica  en  los  rumiantes  es  Mannheimia  haemolytica.  Este  agente  se  asocia  

especialmente a rumiantes y rara vez a otras especies animales. 10, 11 

La enfermedad causada por esta bacteria, fue denominada por mucho tiempo  

Pasteurelosis  Neumónica,  tanto  para  ovinos  como  para  bovinos.  La  Pasteurelosis 

Neumónica bovina fue descrita por primera vez en los Estados Unidos en 1915 y en el 

Reino Unido en 1925. 12 

En  bovinos,  a  la  enfermedad  también  se  le  denominó  fiebre  de  embarque, 

afectando  principalmente  a  animales  menores  de  un  año  recientemente 

transportados, con una mayor incidencia en becerros de 1 a 5 meses de edad, nacidos 

durante otoño e  invierno. La enfermedad, es generalmente  fatal y se caracteriza por 

desarrollar una pleuroneumonía fibrinosa grave. 1, 2 

La Pasteurelosis Neumónica en los ovinos fue descrita por primera vez en 1931, 

pero  no  fue  sino  hasta  1960  cuando  la  serotipificación  y  biotipificación  del  agente 

ayudaron a definir la epidemiología de la enfermedad. 13 

Actualmente,  con  la  reclasificación de  la bacteria  (de Pasteurella haemolytica 

cambió  a  Mannheimia  haemolytica),  la  enfermedad  ha  sido  denominada 

Mannheimiosis Neumónica, por lo que para fines de este documento y para no causar 

confusión durante el desarrollo de éste, la denominaremos así en el resto del mismo, 

sin  dejar  de  considerar  que  dicho  proceso  se  encuentra  incluido  en  el  complejo 

neumónico respiratorio de los rumiantes de producción (bovinos y ovinos). 14  

El nombre de Mannheimia  se otorgó en  tributo a Walter Mannheim, biólogo 

alemán  que  investigó  y  mejoró  la  comprensión  de  la  taxonomía  de  la  familia 

Pasteurellaceae. 15 
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La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en el mundo. En México 

se  le conoce desde  inicios del siglo XX. Se presenta en cualquier época del año, pero 

principalmente cuando hay cambios bruscos de temperatura, como ocurre al principio 

del verano o del invierno. Es una de las enfermedades más importantes en el ganado, 

con mayor distribución en el país, apareciendo principalmente en climas  templados, 

subtropicales y tropicales. 16  

M. haemolytica es una bacteria Gram negativa, habitante normal de las criptas 

de las tonsilas de los bovinos y ovinos sanos. Es un importante agente oportunista del 

tracto  respiratorio,  debido  a  que  usualmente  coloniza  la  parte  alta  de  éste  y  bajo 

ciertas  condiciones  de  inmunosupresión  del  hospedero,  afecta  sus mecanismos  de 

defensa,  lo cual permite que  la bacteria se establezca y se multiplique  rápidamente, 

penetre a los pulmones durante la inhalación, e inicie una infección activa del epitelio 

alveolar. 5, 17, 18 

La  Mannheimiosis  es  una  enfermedad  multifactorial  en  la  que  se  ven 

involucrados diversos  factores de  riesgo que determinan  la presentación y severidad 

de  las  lesiones neumónicas. Entre estos  factores se destacan  los  relacionados con el 

manejo que generan estrés en  los animales, como cambios bruscos de  temperatura, 

hacinamiento,  transporte,  confinamiento  de  animales  de  diferentes  edades  y  las 

condiciones del destete. También  influye el nivel de  inmunoglobulinas en el calostro, 

además  de  que  intervienen  otros  agentes  infecciosos  de  origen  bacteriano  y 

particularmente agentes primarios de tipo viral. 19 ‐ 21 

El sinergismo que desencadena la interacción virus‐bacteria es considerado uno 

de  los factores claves para  la colonización de M. haemolytica en el pulmón. Entre  los 

principales  agentes  virales  involucrados  se  encuentran  el  Herpes  Virus  Bovino  1 

responsable de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, el Virus de Parainfluenza 3, el Virus 

Respiratorio  Sincitial  Bovino  y  ocasionalmente  adenovirus.  En  México  se  ha 

identificado  la  presencia  de  estos  virus  en  diferentes  partes  de  la  República  y  los 

exámenes  serológicos  demuestran  una  prevalencia  del  16%  al  70%  en  ganado  de 

carne. 22 ‐ 24  
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I.2 Mannheimia haemolytica 

M. haemolytica es una bacteria Gram negativa de forma cocobacilar (1 a 3 µm 

de  diámetro),  inmóvil,  encapsulada,  oxidasa  positiva,  indol  negativa,  aerobia  y 

anaerobia facultativa; fermenta glucosa y otros carbohidratos, produciendo ácido 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  en  agar 

sangre produce hemólisis completa y forma colonias de color blanco grisáceo.  25  

M. haemolytica  en agar sangre crece formando colonias pequeñas, con sólo un 

pequeño punto central blanquecino. En agar sangre de caballo, de ovejas o de conejo, 

forma  colonias  circulares  rodeadas  por  una  zona  estrecha  de  β‐hemólisis,  pero  en 

cultivos de agar hechos con  la sangre de corderos muy  jóvenes en ocasiones da una 

doble zona de β‐hemólisis. 5, 26 

Angen y col. en 1999, propusieron al género Mannheimia dentro de  la familia  

Pasteurellaceae  para  el  complejo  negativo  a  la  trealosa  de  Pasteurella  haemolytica. 

Este  género  comprende  5  especies  nuevas  basadas  en  una  extensa  evaluación 

cuantitativa de características  fenotípicas y genómicas. Según  la nueva  taxonomía se 

reconocieron de la siguiente manera: 

 M. haemolytica (Serotipos 1, 2, 5‐9, 12‐14 y 16) 

 M. glucosida (Biotipos 3 A‐H y 9, y serotipo 11). 

 M. ruminalis (taxón 20 y un biotipo 3J) 

 M. granulomatis (taxón 18 y un biotipo 8D) 

 M. varigena (biogrupo 6 y taxón 15, 36). 26, 15 

 

M. haemolytica se clasifica en dos biotipos: A y T, dependiendo de su capacidad 

para fermentar arabinosa  y trealosa, respectivamente. Sólo las bacterias del biotipo A 

se asocian con problemas de neumonías en bovinos y ovinos. Las del biotipo T causan 

Pasteurelosis  Septicémica  en  corderos.  Además  de  la  clasificación  en  biotipos, M. 
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haemolytica  se  clasifica  en  17  diferentes  serotipos.  Los  serotipos  3,  4,  10  y  15 

pertenecen al biotipo T, mientras que el resto de éstos, al biotipo A. 27 

En bovinos el serotipo más común es el A1 y en ovinos es el A2. Sin embargo, se 

han reconocido los 17 serotipos como potencialmente patógenos y representan el 90% 

de  los  aislamientos,  el  otro  10%  permanece  como  no  tipificable  y  se  duda  de  su 

patogenicidad. 28 

Se  ha  podido  comprobar  que  el  serotipo  A2  predomina  en  exudados  de 

becerros enfermos en granja y cuando estos animales fueron trasladados a corrales de 

subasta y luego a corrales de engorda se encontró que predominaba al aislamiento el 

A1. 29, 30  

I.3 Mecanismos de defensa pulmonares Específicos e Inespecíficos. 

Cada  región  anatómica‐histológica  del  aparato  respiratorio  tiene  su  propio 

mecanismo  de  defensa.  Es  decir,  el  sistema  de  conducción  (de  nariz  a  bronquios), 

sistemas de  transición  (bronquiolos) y sistemas de  intercambio  (alveolos),  tiene cada 

uno un mecanismo diferente de defensa. 31 

Los mecanismos de defensa a nivel de  las vías aéreas, no sólo desarrollan una 

respuesta  eficaz  contra  microorganismos  invasores,  sino  que  pueden  reconocer  y 

eliminar tanto tejidos como partículas inertes exógenas, células neoplásicas y material 

endógeno,  y productos del desarrollo de  enfermedades  autoinmunes destructivas o 

degenerativas. 32 

En  estado  de  salud,  la  faringe  está  colonizada  de  forma  permanente  por 

bacterias potencialmente patógenas, que no alcanzan  las vías aéreas  inferiores ni el 

parénquima  pulmonar.  Ante  la  contaminación  de  las  vías  inferiores,  el  invasor 

encuentra una formidable barrera de revestimiento epitelial y espacios aéreos. Debajo 

de esta pared, la lámina propia y el tejido conectivo alveolar, constituyen los sitios de 

localización de células plasmáticas productoras de Inmunoglobulina A secretoria (sIgA), 

y  macrófagos  que  captan,  procesan,  neutralizan,  lisan  y  eliminan  organismos 

ofensores. 33 
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En el lumen alveolar, los microorganismos son bañados por un material viscoso 

que contiene lisozima, lactoferrina e interferón, de gran efecto protector. Adheridos a 

ellas, los gérmenes son deglutidos por células fagocíticas e impulsados hacia el epitelio 

respiratorio y por acción ciliar hacia el exterior. 33 

Cuando  sucumbe  esta  primera  línea  de  defensa,  el  invasor  penetra  en  los 

tejidos  y  se  establece  firmemente,  siguiendo una  serie  compleja de hechos  llamada 

respuesta inflamatoria. 33 

Al inicio de esta respuesta se produce constricción arteriolar, aumento del flujo 

sanguíneo en  los capilares y escape de  líquido  (edema) hacia el área ocupada por el 

invasor. De diferentes  formas se  realiza un esfuerzo concentrado en atraer  fagocitos 

por quimiotaxis hacia  la zona de  inflamación. Por un  lado, se activa el complemento 

como  resultado  de  la  reacción  antígeno‐anticuerpo.  Se  agrega  a  esto  la  acción  de 

ciertas  citocinas  (quimiocinas)  producidas  por  las  células  que  intervienen  en  la 

respuesta  inflamatoria,  amplificando  la misma. A  su  vez,  estas  citocinas  atraen más 

fagocitos a la zona inflamada. 33 

Los anticuerpos se combinan con componentes químicos antigénicos (proceso 

conocido  como  opsonización),  preparándolos  para  ser  fagocitados.  Un  número 

creciente  de  fagocitos,  inicialmente  neutrófilos  polimorfonucleares  (PMN)  y  luego 

macrófagos, son atraídos e  ingieren el material. Mientras esta  respuesta  inespecífica 

se produce,  los  linfocitos T CD4 vigilan  la producción por parte de  los  linfocitos B de 

anticuerpos  específicos  contra  el  antígeno  microbiano  y  producen  mediadores 

químicos  que  mantienen  a  los  fagocitos  en  el  sitio  de  invasión,  aumentando  la 

expresión de moléculas  de adhesión celular. 33 

I.3.1 Mecanismos inespecíficos de defensa pulmonar: 

a) Dimensión de partículas inhaladas 

Los principales mecanismos por  los que  se depositan partículas en el  sistema 

respiratorio son tres: 

 choque por inercia 
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 sedimentación gravitatoria 

 difusión o movimientos brownianos 

Las partículas grandes se impactan en la membrana limitante y son conducidas 

a  la capa mucociliar, donde los cilios atrapan a dichas estructuras de más de 20 µm y 

hasta el 50% de las que tienen un diámetro de hasta 5 µm. 34  

Incluso en la respiración por la boca, las partículas de 10 µm y más se depositan 

por  completo  en  la  tráquea,  sedimentándose  en  la mucosa  y  dirigiéndose  hacia  el 

centro  por  el movimiento  ciliar  ascendente.  La  acción  ciliar  coordinada,  junto  a  la 

expulsión explosiva de la tos, eliminan partículas mayores. Las más pequeñas, tienden 

a  alojarse  fuera  del  árbol  traqueobronquial  y  su  eliminación  dependerá  de  la 

normalidad ciliar. 34 

Las  partículas  depositadas  en  el  aparato  mucociliar  son  eliminadas  por 

completo en 24 horas. Las que miden entre 0.2 y 0.3 µm no se establecen en  la vía 

respiratoria, a menos que lleguen a los alvéolos por difusión. Las de 1 a 2 µm poseen el 

tamaño  ideal  para  alojarse  en  los  alvéolos,  sitio  del  intercambio  gaseoso,  donde  el 

macrófago alveolar cumple la función de eliminarlas por completo. 34 

Ante  la  inhalación de gases  irritantes o nocivos,  la  respuesta es diferente.  La 

primera línea de defensa es el cese de ventilación. Los gases que se encuentran en el 

sistema  de  conducción,  son  absorbidos  por  la  superficie  húmeda  de  las  vías  aéreas 

altas, o desintoxicados por una combinación química de sustancias en el interior de la 

capa mucosa.34 

b) Producción de tos: 

Los receptores superficiales de la tos o irritativos de la mucosa laríngea y árbol 

traqueobronquial son sensibles a la deformación mecánica y a la irritación química. Sus 

estímulos  viajan  en  dirección  central  por  las  ramas  aferentes  de  los  nervios 

glosofaríngeo, neumogástrico, y faríngeo superior. La vía eferente corre por los nervios 

frénicos, hasta el diafragma, por  los  intercostales hasta  los músculos  intercostales  y 

por los laríngeos recurrentes. 34 
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Al  estimularse  el  reflejo  tusígeno,  sobreviene  una  fase  inspiratoria,  una 

enérgica  contracción  de  los músculos  abdominales  e  intercostales,  seguida  por  una 

rápida apertura de  la glotis. En ese  instante,  la gran presión  intrapulmonar produce 

una rápida expulsión de aire que arrastra el moco hacia los bronquios más grandes, la 

tráquea y estructuras laríngeas. 34 

Junto con el efecto de  la epiglotis, en  la distribución de materiales durante el 

proceso de la deglución, se evita que se contamine el tracto inferior. 34 

c) Secreciones bronquiales 

Las secreciones del árbol traqueobronquial se expectoran en forma de esputo. 

El esputo consta de moco (proveniente de células mucosas y serosas de  las glándulas 

bronquiales  y  células  caliciformes),  líquido  trasudado  de  los  tejidos,  saliva, material 

celular, enzimas e inmunoglobulinas. 34 

El moco posee 95% de agua, 3% elementos orgánicos y 2% minerales. Contiene 

como elementos orgánicos numerosas proteínas, en particular mucina, albúmina, IgG, 

enzimas  y  aminoácidos.  Además  del  agua,  los  principales  componentes  son  los 

mucopolisacáridos.  La  función  más  evidente  de  las  glicoproteínas  es  aumentar  la 

viscosidad de estos fluidos, sirviendo de capa protectora y lubricante. 34 

Se  ha  demostrado  que  cuando  el  ácido  siálico  es  destruido  por  la 

neuraminidasa  o  se  altera  su  carga  a  pH  más  bajo,  la  viscosidad  disminuye.  La 

neuraminidasa de ciertos agentes   patógenos, puede servir para destruir  los residuos 

de  ácido  siálico  de  las  mucosas  bronquiales  y  consigue  licuar  la  capa  protectora, 

dejando expuesta la superficie celular que normalmente protege las vías aéreas bajas, 

de la contaminación con partículas inertes o microorganismos. 34 

En  las  secreciones  bronquiales  expectoradas  también  se  hallan  enzimas, 

Inmunoglobulinas,  material  celular  (células  epiteliales  descamadas),  macrófagos 

alveolares, y PMN, cuya fragmentación libera pequeñas cantidades de ADN. 34 
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La  presencia  del  ión  hidrógeno  puede  contribuir  a  las  propiedades 

antimicrobianas  de  estos  componentes  y  afectar  el movimiento  ciliar.  Los  cilios  no 

pueden moverse con eficacia a un pH menor de 6.5. 34 

d) Mecanismo mucociliar 

En el momento de  la excreción, el moco bronquial tiene  las características de 

ser un fluido seroso. El movimiento ciliar y la progresiva deshidratación producida por 

la corriente aérea, distienden uniformemente el tapete mucoso y convierten  la parte 

más superficial en una zona más consistente y espesa. 35 

El  aparato mucociliar  está  formado  por  innumerables  cilios  que  salen  de  la 

superficie  de  las  células  epiteliales  columnares  pseudoestratificadas.  Cada  célula 

ciliada contiene alrededor de 200 a 300 cilios que se mueven a una velocidad de 300 a 

800 oscilaciones por minuto, disminuyendo progresivamente hacia  las partes distales 

del árbol traqueobronquial. 35 

La tasa de velocidad más baja se halla en las vías medias y su alteración a este 

nivel  puede  conducir  al  estancamiento  de  secreciones  y  predisposición  a  padecer 

infecciones  locales, posiblemente  contribuyendo  al desarrollo de bronquiectasias en 

esa parte de las vías aéreas. 36 

Los cilios se encuentran normalmente en un baño líquido claro seroso, de baja 

viscosidad, donde  se agitan e  impulsan al moco. Este  sobrenada en  la  superficie del 

líquido. Los cambios en  la viscosidad, pH y cantidad de  secreciones, pueden  llevar a 

reducción  o  interrupción  completa  del  transporte,  a  pesar  de  una motilidad  ciliar 

normal. 32, 33 

El defecto en  la ultraestructura de  los cilios respiratorios que altera o evita  la 

motilidad, predispone a  las  infecciones crónicas y recurrentes en múltiples sitios   a  lo 

largo del tracto respiratorio, así como el desarrollo de bronquiectasias. 32, 33 

En  las  secreciones  bronquiales  también  se  encuentran  sustancias 

antimicrobianas específicas y biológicamente activas, necesarias para la protección de 

la vía aérea contra bacterias y virus, tales como: 32, 33 
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 α‐1‐Antitripsina: 

Es  una  globulina  presente  en  suero,  secreciones  bronquiales,  orina  y  leche, 

cuya migración electroforética está dentro del grupo de  las α‐proteínas. Su actividad 

biológica  en  suero  es  la  inhibición  de  proteasas  específicas  de  origen  leucocitario  y 

bacteriano. 37 

La  actividad  antiproteolítica  de  la  α‐1‐antitripsina,  también  inactiva 

quimiotripsina, calicreína, plasmina, elastasas y otras proteínas celulares y bacterianas. 

37 

 Lactoferrina 

Lactoferrina  (LF)  es una proteína presente en el moco,  leche,  saliva,  vesícula 

seminal, mucosa endometrial,  y en otras  secreciones. En el  suero está en muy baja 

concentración.  Posee  la  capacidad  de  quelar  al  hierro  férrico.  Ejerce  un  efecto 

bacteriostático (al quelar el Fe) sobre los microorganismos dependientes del Fe para su 

crecimiento, como Staphylococcus aureus y otras especies bacterianas. También inhibe 

el crecimiento de algunos hongos y protozoarios. Es interesante el hallazgo de LF en el 

interior de los gránulos de  los PMN, en  los estadíos de promielocito, junto a  lisozima, 

fosfatasa alcalina y algunas proteínas catiónicas con propiedades bactericidas. 37 

Lactoferrina  pertenece  a  la  familia  de  las  Transferrinas.  La  diferencia  con 

transferrina  (TF)  radica  en que  el  complejo  LF‐Fe  es más  estable que  el  TF‐Fe  a pH 

ácido. Esto es de poca  importancia en condiciones  fisiológicas, pero sí de gran valor 

ante la inflamación, donde el pH del tejido disminuye. TF interviene en el metabolismo 

del hierro con funciones de transporte, participando en  la absorción del metal a nivel 

de la mucosa intestinal y su conducción a la célula eritropoyética. 37 

 Lisozima 

Esta proteína  se encuentra en escasa cantidad en plasma y otras  secreciones 

como  leche (500 mg %), lágrimas (7 mg %), saliva (200 mg %), orina de pacientes con 

leucemia  monocítica,  leucocitos  neutrófilos  y  macrófagos  alveolares  (2‐4g/106 

células).37 
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La  lisozima encontrada en  las  secreciones bronquiales posee dos orígenes: el 

macrófago  alveolar  y  el  acin  glandular.  Su  acción  sólo  se manifiesta  sobre bacterias 

fagocitadas.  Posterior  de  la  fusión  del  fagosoma  con  el  lisosoma  (fagolisosoma),  la 

lisozima  crea  un  ambiente  rico  en  hidrolasas,  para  su  posterior  degradación  y 

absorción  del  substrato  específico.  La  lisozima  no  solo  hidroliza  a  los 

mucopolisacáridos de las paredes de las células bacterianas (Gram+) sino que también 

apoya a la acción lítica del complemento. 37 

La  lisozima  se  suma  a  la  acción  del  anticuerpo  sIgA  y  el macrófago  alveolar 

inactivo  también  la produce de  forma continua y constante,  independientemente de 

estimulación. 37 

 Calicreínas 

Son  importantes mediadores químicos de  todo proceso  inflamatorio, por  sus 

propiedades vasoactivas, que producen vasodilatación, exudación y  leucocitosis. Este 

mecanismo sobre la musculatura lisa bronquial lleva a la broncoconstricción. 37 

La cinina presente en el plasma, como  su precursor  inactivo  se divide en dos 

tipos:  

 Calicreína I (Bradicidina) 

 Calicreína II 

 

La  bradicidina  es  un  mediador  importante  en  la  inflamación,  provocando 

vasodilatación,  aumento  de  la  permeabilidad  vascular  y  diapédesis  leucocitaria.  Su 

liberación  es  posible  gracias  a  la  intervención  de  la  calicreína,  enzima  proteolítica 

presente en plasma, leucocitos neutrófilos y tejido bronquial. 37 

La  calicreína,  a  nivel  de  la  mucosa  bronquial,  ante  el  arribo  de  sustancias 

extrañas, determina  la activación del factor XII de  la coagulación, sensible a este tipo 

de  respuesta.  Este  factor  activado  actúa  sobre  el  factor  XI  y  sobre  el  mismo 

plasminógeno, provocando estimulación de  la plasmina, que  lleva  a  la  liberación de 
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pequeños fragmentos polipeptídicos de bajo peso molecular, eficaces en la activación 

de la calicreína. 37 

I.3.2 Mecanismos específicos de defensa pulmonar 

Cuando  los agentes  infecciosos, en particular  las bacterias, eluden  las barreras 

físicas o mecánicas de defensa pulmonar y son depositadas en vías aéreas terminales y 

alvéolos (partículas con tamaño entre 0.5 y 0.3 µm), se ponen en juego otro grupo de 

factores. Ellos incluyen los fosfolípidos del surfactante y proteínas (inmunoglobulinas y 

factores  del  complemento)  del  revestimiento  alveolar  y  células  fagocíticas  como  el 

macrófago alveolar y los neutrófilos PMN. 37 ‐ 39  

Cerca del 7% de  los  linfocitos T (LT) totales corresponden a  las células NK y el 

5% a linfocitos B o células plasmáticas. Si una bacteria de pequeño tamaño se deposita 

en el alvéolo, puede encontrarse con tres componentes que tratarán de  inactivarlo y 

fagocitarlo:  Primero  el  surfactante,  secretado  por  los  neumonocitos  tipo  II,  con 

capacidad  antibacteriana  contra  bacterias  Gram  negativas.  40  Segundo,  las 

inmunoglobulinas,  especialmente  de  tipo  IgG  y  en  menor  concentración,  formas 

monoméricas  y  secretorias  de  IgA  con  actividad  opsonizante.  Tercero,  los 

componentes  del  complemento,  especialmente  el  Factor  B  o  properdina,  que 

interactúa con la bacteria y desencadena la vía alterna del complemento. Una o todas 

estas posibilidades pueden preparar  a  la bacteria para  su posterior  ingestión por  el 

macrófago  alveolar  o  en  algunos  casos,  el  complemento  activado  logra  lisarla 

directamente. Cuando  la bacteria es opsonizada,  la fagocitosis es diez veces superior. 

Sin embargo,  la  IgG parece ser  la única sustancia capaz de mejorar selectivamente  la 

fagocitosis macrofágica, aunque hay evidencias de que el complemento pueda actuar 

coordinado con la IgG, mejorando o amplificando el proceso. Una vez que la fagocitosis 

ha ocurrido, el macrófago alveolar está en condiciones de inactivar al microorganismo. 

41 

Los  macrófagos  pueden  ganar  terreno,  llegando  a  los  nódulos  linfáticos 

pulmonares  y  nódulos  linfáticos  regionales.  Esta  llegada  al  sistema  linfático  es  

importante para  iniciar  la  respuesta  inmune celular.  Indudablemente  los macrófagos 
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son el instrumento para degradar el material antigénico y presentarlo a los linfocitos T 

específicos en estos nódulos. De esta forma se hace evidente el papel inmune efector 

de los macrófagos que va más allá de la tradicional función fagocitaria. 41  

El  macrófago  normalmente  inactiva  microorganismos,  desarrollando  el 

hospedero un excepcional método de vigilancia. Sin embargo, si importantes inóculos 

bacterianos  alcanzan  el  tracto  respiratorio  inferior,  o  si  ciertos  microorganismos 

virulentos  son  inhalados, el  sistema macrofágico puede  sucumbir agobiado. En  tales 

situaciones, el parénquima pulmonar monta una extensiva respuesta inflamatoria que 

se percibe como enfermedad clínica. 42 

El macrófago alveolar es la única célula fagocítica residente normalmente en el 

alvéolo, siendo  la primera  línea de defensa del tracto respiratorio  inferior. Las células 

de  reserva,  los  neutrófilos,  están muy  cerca  pero  localizados  en  el  compartimento 

intravascular. A pesar de  localizarse  próximos  a  los  espacios  alveolares,  los  separan 

varios planos de tejido: el endotelio capilar, el espacio intersticial y el epitelio alveolar. 

Por lo tanto, el movimiento de  los granulocitos hacia el alvéolo debe ser siempre una 

reacción  dirigida  desde  el  lado  alveolar.  Este  es  el  denominado  mecanismo  de 

“migración o quimiotaxis”. 42 

Finalmente,  dos mecanismos  de  actividad  quimiotáctica  se  ponen  en  juego 

durante  la  respuesta  inflamatoria  alveolar:  la  generación  directa  de  factores 

quimiotácticos producidos por  los microorganismos una vez que  ingresan al alvéolo y 

la liberación de factores quimiotácticos producidos por el macrófago alveolar luego de 

la  fagocitosis,  amplificando  la  respuesta.  42  Estos  mecanismos  permiten  reclutar 

fagocitos de  forma  secundaria, para colaborar en  la contención microbiana. Una vez 

que  los  PMN  y  otros  componentes  del  fluido  edematoso  han  llenado  el  espacio 

alveolar, se produce en el pulmón  la respuesta  inflamatoria exudativa y  la neumonía. 

Luego  de  una  neumonía  y  dependiendo  del  éxito  en  la  contención  infecciosa,  se 

produce  la  consolidación  y  resolución  del  proceso.  Sin  embargo, menos  se  conoce 

acerca del proceso que pone fin a la respuesta inflamatoria e inicia la recuperación de 

una neumonía. 43 
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Aunque  diferentes  clases  de  células  fagocíticas  participan,  el  neutrófilo  es  el 

más  numeroso  y  tal  vez  el  más  importante  factor  del  hospedero  una  vez  que  la 

respuesta  inflamatoria se ha desencadenado. Normalmente el pulmón contiene PMN 

secuestrados en áreas  intersticiales  y marginales de  los  capilares. Considerando que 

varios estímulos y factores quimiotácticos pueden atraer a  los neutrófilos al alvéolo y 

vías  aéreas,  se  asume  que  un  suplemento  de  neutrófilos  existe  para  soportar  los 

requerimientos de una reacción inflamatoria local. Si bien la marginación es un estado 

de  reposo  de  estos  fagocitos  de  vida  corta,  las  células marginales  permanecen  en 

constante equilibrio  con  células circulantes.  La adherencia parece  ser  imprescindible 

previa a la diapédesis o ingreso al tejido, y es un paso vulnerable que puede interferir 

con la respuesta inflamatoria. 43 

a) IgA  

Luego de la identificación de diferentes clases de inmunoglobulinas, se verificó 

que  la principal en  las  secreciones era  la  IgA. Por  inmunofluorescencia  se demostró 

que  las células plasmáticas productoras de  IgA son numerosas y están situadas en  la 

lámina  propia  de  las  vías  respiratorias,  alrededor  de  las  glándulas  bronquiales. Hay 

menor  número  de  ellas  en  porciones  distales  y  rara  vez  se  hallan  en  las  paredes 

alveolares. 44 

La  IgA secretoria  (sIgA) que se encuentra en  las secreciones posee diferencias 

estructurales  inmunológicas y biológicas que  la distinguen de la encontrada en suero. 

Representa  la clase de  Ig más  frecuente en secreciones bronquiales y  se origina por 

dos mecanismos: una porción  (monomérica) que    llega a  las secreciones por difusión 

del  plasma,  y  es  influenciada  por  fenómenos  de  vasodilatación  y  edema  local;  la 

segunda, por mecanismos de síntesis selectiva local, ligados a la actividad de la célula 

plasmática y de los islotes linfoplasmocitarios presentes en la submucosa bronquial. La 

sIgA presenta una actividad demostrable contra bacterias, virus y toxinas. 44 

La IgA es un anticuerpo opsonizante de menor eficacia que la IgG. No activa el 

complemento por  la  vía  clásica.  Sin  embargo,  los  agregados de  IgA  activarían  la  vía 
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alterna.  No  obstante,  la  sIgA  en  presencia  de  lisozima  y  complemento  produce 

bacteriolisis. 44 

Su  principal  acción  es  bloquear  la  adherencia  bacteriana  a  las  mucosas  e 

impedir la colonización. El antígeno ligado a la IgA es transportado con menor facilidad 

a  través  de  la mucosa.  Esto  explicaría  parte  de  las  discrepancias  entre  la  falta  de 

efectos antimicrobianos in vitro y su manifiesta importancia in vivo. Su papel biológico 

en vías aéreas superiores es de gran importancia, actuando en: 

1) Infecciones  virales:  aumentando  sus niveles  en  caso de  infección  viral de  las 

vías aéreas respiratorias. La IgA limita la infección viral, en la puerta de entrada 

de ingreso del virus (mucosa respiratoria), impidiendo la difusión hemática. 

2) Infecciones bacterianas:  la  inmunidad de  superficie potenciaría el mecanismo 

de  defensa  del  organismo.  La  IgA  inhibe  la  adhesividad  bacteriana  a  la 

superficie mucosa y facilita la fagocitosis por los macrófagos. 

3) Organización fibrilar del moco: En las vías respiratorias, la integridad del tapete 

mucoso y  las características viscoelásticas de  la secreción, son    indispensables 

para la eficacia de la depuración mecánica de la partícula inhalada. Alteraciones 

físico‐químicas  del  moco,  y  la  obstrucción  del  bronquio  y  del  bronquiolo 

contribuyen a la sobreinfección bacteriana y viral. 

4) Neutralización  de  Ag  exógenos:  Una  de  las  actividades  biológicas  de mayor 

relieve de la sIgA consiste en limitar la absorción de sustancias con propiedades 

antigénicas a nivel de la mucosa. 44 

 

b) Macrófago alveolar 

Tradicionalmente,  el  macrófago  ha  sido  considerado  la  única  célula 

eficientemente  fagocítica  que  barre  la  superficie  alveolar,  creando  un  frente  de 

defensa contra partículas inhaladas y microbios; al macrófago alveolar últimamente se 

le ha agregado un papel como célula efectora. 45  

El macrófago puede modular  la  actividad de otras  respuestas  inflamatorias e 

inmunes a  través de  la presentación del antígeno a  los  linfocitos T y  la consecuente 
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liberación  de  citocinas.  Estas  acciones  efectoras  pueden  resumirse  diciendo  que  el 

macrófago produce una gran variedad de sustancias  (más de 60)    las cuales  incluyen 

fracciones del  complemento,  factores quimiotácticos que promueven el movimiento 

de  los PMN y quimiotaxis de  linfocitos, factores activadores de plaquetas, factores de 

crecimiento  para  fibroblastos  y  leucotrienos  provenientes  del  mecanismo  de  la 

lipooxigenasa y productos del metabolismo del ácido araquidónico. 45 

Por  lo  tanto, es posible que el macrófago alveolar posea doble  función: en  la 

fagocitosis  y  como  célula  inmune  efectora.  Los macrófagos  son  de  vida  prolongada 

(meses o años) y pueden responder a diferentes tipos de antígenos que son ingeridos y 

degradados de forma intracelular, en contraste con los PMN, que son de vida corta. 45 

I.4 Factores predisponentes para la Mannheimiosis Neumónica 

I.4.1 Estrés 

El  estrés  es una  condición  intrínseca que  se presenta  en  el hombre  y  en  los 

animales  y  que  aumenta  la  susceptibilidad  a  diversos  tipos  de  enfermedades 

infecciosas. Sin embargo, el efecto de  la tensión es más evidente con  infecciones del 

tracto  respiratorio  como  es  el  caso  de  la  Mannheimiosis.  El  estrés  puede  ser 

psicológico  inducido  por  el miedo  y  el  confinamiento,  o  por  factores  físicos  como 

hambre, sed, cansancio, o temperaturas ambientales extremas. 46 

La  tensión  no  se  puede medir  en  un  animal,  sin  embargo,  parámetros  tales 

como  la  temperatura  corporal  elevada,  el  aumento  de  la  frecuencia  cardiaca,  la 

disminución del peso corporal y el aumento de los niveles de cortisol en plasma, y de 

glucosa, ácidos grasos libres y urea, se consideran en general como indicadores útiles. 

La  reacción de  los animales es bastante  variable,  incluso dentro de  los de  la misma 

especie. El papel del estrés en la incidencia natural de la Mannheimiosis es claramente 

evidente, por el hecho de que la aparición de la enfermedad se asocia principalmente 

con la exposición repentina a situaciones de estrés creadas por  las condiciones físicas 

adversas,  ambientales  o  climáticas.  Los  ejemplos  más  comunes  de  estos  últimos 

incluyen  un  clima  demasiado  caliente  o  frío  con  altos  niveles  de  humedad,  el 

hacinamiento  en  un  espacio  limitado,  la  mala  ventilación,  el  manejo  brusco  y  el 
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transporte  distante.  El  transporte  es  el  principal  factor  predisponente  reconocible 

comúnmente asociado a los brotes de campo en el ganado. 46  

Otras  situaciones estresantes han  sido  reportadas,  como  exceso de polvo  en 

corrales de engorda, alta carga de parásitos internos o externos y mezcla de animales 

de distinta procedencia. 47 

Los  factores  predisponentes  pueden  actuar  solos  o  en  combinación  y  su 

importante  papel  en  el  establecimiento  de  la  enfermedad  ha  sido  demostrado 

repetidamente por medios experimentales en ovejas y cabras. El estrés también puede 

inducirse  artificialmente  por  administración  de  ciertos  fármacos  y  compuestos 

químicos  (por  ejemplo,  dexametasona).  Se  ha  reportado  que  el  efecto  del  estrés 

inducido químicamente en la Mannheimiosis es similar a la obtenida en circunstancias 

naturales. La razón para el aumento en la susceptibilidad a Mannheimiosis en animales 

estresados se atribuyó principalmente a la ruptura de las barreras inmunitarias innatas 

pulmonares. 47  

I.4.2 Interacción virus‐bacteria 

El  efecto  de  la  primoinfección  viral  en  el  hospedero  afecta  directamente  la 

eliminación  de  moco  con  microorganismos  patógenos  realizada  por  el  aparato 

mucociliar. Una vez deprimidos los mecanismos de defensa, las bacterias presentes en 

la flora nasal o en el medio ambiente fácilmente colonizan el pulmón. Las infecciones 

mixtas virales y bacterianas se presentan frecuentemente como resultado del llamado 

sinergismo  virus‐bacteria.  Las  lesiones  inducidas por  los  virus  al epitelio  respiratorio 

incluyen  el  aumento  de  colonización  bacteriana  en  el  tejido  pulmonar.  La  función 

fagocítica de  los macrófagos alveolares se altera por  la  infección viral de  los mismos. 

Por consiguiente, los macrófagos infectados pierden su capacidad fagocítica y fallan en 

liberar factores quimiotácticos para otras células. 48 

M. haemolytica es en  sí  la principal especie bacteriana  responsable del daño 

pulmonar.  Sin  embargo,  eventualmente  pueden  identificarse  algunas  evidencias  de 

participación  viral  en  la  lesión. Una  infección  previa  o  combinada  con  ciertos  virus 

respiratorios aumenta la sensibilidad de los ovinos y bovinos a neumonías bacterianas 
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secundarias; algunos ejemplos de los virus más importantes asociados a las infecciones 

de  vías  respiratorias  agudas  incluyen: Virus  de  Parainfluenza  3  (PI‐  3), Herpes Virus 

Bovino  tipo 1  (BHV‐1), Virus Respiratorio Sincitial Bovino  (VRSB), Adenovirus  (ADV) y 

Reovirus.  La mayoría  de  estos  virus  aumentan  la  sensibilidad  hacia  el  desarrollo  de 

neumonía  bacteriana  secundaria  causada  principalmente  por  M.  haemolytica  en 

animales susceptibles. 48 

La participación viral corresponde a la formación de cuerpos de inclusión que se 

presentan en el citoplasma de las células del epitelio bronquial y bronquiolar, así como 

en macrófagos, lo que resulta compatible con infecciones por Adenovirus. Además, en 

estos casos también se aprecia a nivel alveolar la coalescencia de células del epitelio o 

de macrófagos,  a  los  que  se  les  denomina  sincitios, muy  posiblemente  asociados  a 

VRSB o PI‐3. Los agentes virales como el Virus de  la Rinotraqueitis  Infecciosa Bovina 

(BHV‐1),  PI‐3,  Diarrea  Viral  Bovina  (DVB)  y  el  VRSB,  además  de  causar  un  efecto 

citopático  directo  en  el  aparato  respiratorio,  reducen  la  remoción  bacteriana  y  la 

capacidad  fagocítica  del macrófago  alveolar,  con  lo  cual  se  facilita  la  colonización 

pulmonar por Mannheimia. 48 

Además,  la  infección  experimental  con  Adenovirus‐Ovino‐6  seguido  por  una 

infección por M. haemolytica,  induce  lesiones más severas en corderos que aquellas 

lesiones producidas sin infección virus‐bacteria. La inoculación combinada en corderos 

con  el  virus  y  la  bacteria  causa  neumonía  fibrinopurulenta  con  edema,  necrosis 

multifocal  y pleuritis. 48 

I.4.3. Mycoplasma y otros microorganismos 

El efecto nocivo de ciertas especies de Mycoplasma en el sistema respiratorio 

de los animales rumiantes ha sido reconocido. Los ejemplos más importantes de estos 

patógenos incluyen Mycoplasma mycoides subsp. mycoides, M. mycoides subsp. capri, 

M. bovis, M. ovipneumoniae y M. dispar. La mayoría de estas especies de Mycoplasma 

son conocidos por contribuir a la aparición de graves lesiones neumónicas, ya sea solos 

o en asociación con Mannheimiosis. 49 
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El papel  sinérgico de algunos otros organismos bacterianos en esta  conexión 

también es evidente. Por ejemplo, se encontró que Bordetella parapertussis aumenta 

secundariamente la susceptibilidad a la neumonía por M. haemolytica A2 en ratones y 

en  ovejas.  Se  han  aislado  frecuentemente  de  pulmones  neumónicos  de  ganado 

vacuno,  ovino  y  caprino  un  gran  número  de  otras  diferentes  especies  de  bacterias, 

tales  como  Pasteurella  multocida,  Streptococcus  spp.,  Staphylococcus  spp., 

Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli,   Histophilus  somni y Chlamydia  spp.; en 

todos los casos las lesiones primarias se atribuyen principalmente a infecciones por M. 

haemolytica. 50 

I.5 Signología clínica 

  En  algunos  casos  los  signos  clínicos  no  se manifiestan  y  el  animal  aparece 

muerto.  Los  signos  clínicos  de  la  forma  aguda  de  la  Mannheimiosis  son  apatía, 

anorexia,  pirexia  superior  a  40.6  ºC  y  varios  grados  de  hiperpnea  y  disnea.  No  se 

aprecian  claramente  los  sonidos  normales  en  la  auscultación,  y  los  sonidos 

respiratorios son bajos y prolongados. Frecuentemente se observan descargas serosas 

nasal  y  ocular,  y  es  frecuente  encontrar  en  estados  terminales  salida  de  fluido 

espumoso por  la boca. En casos subagudos o crónicos  los signos clínicos pueden ser 

transitorios y menos evidentes que en la enfermedad aguda. 13 

  Los periodos de  incubación  reportados  son muy variables  fluctuando desde 2 

hasta  14  días  después  de  llegar  a  la  explotación,  o  después  de  la  presentación  del 

agente estresante. Los animales afectados severamente, por lo general mueren en los 

primeros  25  días  del  arribo  a  la  explotación;  o  bien,  pueden  recuperarse  en  una 

semana,  o bien  desarrollar  un  proceso  crónico. Aunque  la  signología  varía  según  el 

grado de enfermedad, probablemente debido a los diferentes virus que pueden estar 

involucrados y a  las condiciones de manejo. Una vez que M. haemolytica coloniza al 

pulmón  e  inicia  la  infección, el proceso neumónico  se  acelera,  los  signos  clínicos  se 

exacerban y los casos de mortalidad principian. 21 
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I.6 Patogenia de la Mannheimiosis 

En  la  patogénesis  de  la  Mannheimiosis  existen  múltiples  interacciones 

hospedero‐bacteria,  que  se  inician  con  la  inhalación  del  agente,  la  colonización 

nasofaríngea, la llegada al alvéolo, la respuesta a la colonización y por último culmina 

con la evasión bacteriana a las defensas del hospedero. 28 

            Actualmente,  la  patogénesis  de  la  enfermedad  es  poco  clara,  ya  que  los 

mecanismos  que  permiten  a  la  bacteria  establecerse  y  diseminarse  durante  una 

infección  no  están  completamente  estudiados.  Varios  componentes  asociados  a  la 

pared celular como el  lipopolisacárido (LPS), algunas proteínas de membrana externa 

(PME),  el material  capsular,  la  leucotoxina  (LKT),  entre  otros  factores  de  virulencia 

involucrados en la colonización, así como los mencionados anteriormente relacionados 

con  el  hospedero  y  su medio  ambiente,  pueden  contribuir  a  la  presentación  de  la 

enfermedad. 28 

I.7 Factores de virulencia de Mannheimia haemolytica 

M. haemolytica produce varias proteínas y polisacáridos que son  importantes 

para  su  virulencia.  Estos  factores  han  sido  identificados  inmunológicamente  y 

caracterizados   bioquímicamente a partir de productos genéticos de M. haemolytica, 

con un énfasis en el análisis de moléculas secretadas en su superficie. 4 

En las cepas de M. haemolytica que afectan a los rumiantes se han identificado 

diversos mecanismos de expresión de factores de patogenicidad a través de potentes 

antígenos, los cuales incluyen: La LKT con actividad específica contra leucocitos; el LPS, 

las  PME,  algunas  proteínas  reguladas  por  hierro  (PRH),  fimbrias,  enzimas 

(neuraminidasa,  proteasas,  metaloglicoproteasas),  antígenos  aglutinantes  serotipo‐

especifico y adhesinas; además de la cápsula y plásmidos de resistencia a antibióticos. 

2, 51 ‐ 55  Todos estos mecanismos juegan un papel fundamental en la patogénesis de la 

enfermedad. Sin embargo, solo la LKT es considerada como el factor de patogenicidad 

primario más importante. 17, 53 ‐ 56 
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I.7.1 Cápsula  

La cápsula de M. haemolytica A2  fue  identificada como una estructura básica 

de  polisacárido  producido  durante  la  fase  logarítmica  de  crecimiento,  y  se  puede 

visualizar en organismos crecidos  in vitro e  in vivo.  57 Se compone de ácido siálico, o 

colomínico  y  es  idéntica  a  la  cápsula  de  polisacáridos  de  Neisseria  meningitidis  y 

Escherichia coli. 58 Este polisacárido no es  inmunogénico ya que el ácido siálico es un 

componente normal encontrado en las membranas del hospedero. 59 

Los  polisacáridos  capsulares  se  han  implicado  en  la  patogénesis  de  la 

Mannheimiosis,  denominándolos  indispensables  factores  de  virulencia,  participando 

en  la adherencia, prevención de  la deshidratación y resistencia a la respuesta inmune 

del hospedero. 60 ‐ 62 La cápsula afecta negativa y severamente la interacción entre este 

microorganismo y  los macrófagos alveolares. Además, esta reportado que el material 

capsular puede  interactuar  con  la  sustancia  surfactante pulmonar, de  tal modo que 

facilita la adherencia local de los organismos en las diferentes células del hospedero. 57 

La  expresión  genómica  capsular  en  M.  haemolytica  no  ha  recibido  mucha 

atención, aunque un estudio ha indicado que las actividades enzimáticas involucradas 

en  la biosíntesis capsular de ácido siálico están  intensamente  inhibidas a 42  °C en el 

serotipo A2. 63 

I.7.2 Adhesina 

Se sabe de manera general que las bacterias se pueden adherir a las superficies 

epiteliales  a  través  de  receptores  específicos,  de  tal  manera  que  los  factores 

bacterianos  involucrados  en  la  interacción  bacteria‐célula  son  muy  diversos.  Entre 

algunas  de  las  estructuras  bacterianas  que  pudieran  participar  en  la  adherencia  se 

reconocen  las  fimbrias,  las  adhesinas  no  fimbriales,  las  adhesinas  proteináceas,  el 

glicocálix, el LPS, algunas PME y la cápsula. 64 Se sabe que existen dos tipos de fimbrias 

en M. haemolytica, unas largas y rígidas de 12 nm de longitud, y otras cortas y flexibles 

de 5 nm,  las cuales han sido evidenciadas especialmente cuando  las bacterias fueron 

recuperadas  de  lavados  traqueales  de  becerros  infectados,  experimental  o 

naturalmente. 57 
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El papel  funcional de  las adhesinas de M. haemolytica en  la patogénesis debe 

ser  estudiado  con  más  detalle,  no  obstante  es  muy  posible  que  estas  adhesinas 

participen  en un proceso  secuencial de  reconocimiento de  la  célula hospedera, que 

precede  a  la  liberación  de  exoproteínas  con  actividad  catalítica,  como  la 

endopeptidasa o neuraminidasa, o ambas. 65 

Jaramillo y col. (2000) lograron la purificación por afinidad de una adhesina de 

68 kDa que fue capaz de aglutinar específicamente eritrocitos de conejo, concluyendo 

que las adhesinas de M. haemolytica juegan un importante papel en la infección. 65 

I.7.3 Proteínas de Membrana Externa (PME) 

Los  resultados de diversos estudios  resaltan que  las  PME de M.  haemolytica 

constituyen  algunos  de  los  más  importantes  antígenos  para  la  estimulación  de  la 

respuesta  inmune  en  contra  de  la  Mannheimiosis.  Se  ha  podido  comprobar  una 

correlación  estadísticamente  significativa  entre  la  resistencia  a  la  enfermedad  y  la 

presencia  de  anticuerpos  séricos  dirigidos  contra  una  gran  cantidad  de  proteínas 

presentes en extractos salinos de la célula bacteriana íntegra. 66 ‐ 68 

Las  PME  de  las  bacterias  Gram  negativas  tienen  un  importante  papel  en  el 

proceso de infección.  Algunas PME tienen función de porinas que permiten el paso de 

substancias a través de la membrana externa, mientras que la fosfolipasa A, una PME 

de las bacterias Gram negativas, es esencial en ciertos patógenos para la invasión a las 

células  del  hospedero. Otras  PME  pueden  actuar  como  receptores  de  alta  afinidad 

para obtener hierro del hospedero. 69 

Una  bacteria  en  diferentes  condiciones  expresa  diferentes  fenotipos  para 

adaptarse al nuevo medio. Cultivada en ausencia de hierro,  la bacteria expresa en su 

superficie proteínas especialmente dedicadas a captarlo. Estas proteínas han recibido 

mucho  interés  por  parte  de  diversos  grupos  de  investigación.  Sin  embargo, 

actualmente  no  se  conoce  mucho  acerca  de  éstas  y  de  sus  mecanismos  de 

patogenicidad,  aunque  inmunológicamente  tienen  un  importante  significado  en  la 

inmunidad protectora contra la Mannheimiosis neumónica causada por el serotipo A2. 
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70 Se sabe además que las PME aisladas de M. haemolytica inducen alteraciones en la 

actividad biológica de los leucocitos PMN. 71 

I.7.4  Lipopolisacárido (LPS)  

La endotoxina bacteriana o  LPS, es mencionada  como un  factor potencial de 

daño  vascular.  72  El  LPS  está  formado  por  glucolípidos  que  se  encuentran  sobre  la 

superficie bacteriana de  las bacterias Gram negativas; a su vez estos glucolípidos son 

componentes de  la membrana externa. La porción  lipídica es también  llamada Lípido 

A, mitad que  le  confiere endotoxicidad hacia el  LPS,  significando un  reconocimiento 

por  el  receptor  Toll‐like  4/CD14/MD‐2,  complejo  encontrado  en  algunas  células 

hospederas. El lípido A es un  componente lipídico abundante de la membrana externa 

y es responsable de  la actividad biológica de  la endotoxina, tal como  la  inducción de 

citocinas e inflamación. 73 

El  LPS  tiene  un  importante  papel  en  la  colonización  y  capacidad  de 

diseminación sistémica de la enfermedad. Contribuye a inducir el proceso inflamatorio, 

por lo tanto la bacteria es protegida contra los mecanismos de defensa del hospedero 

y esto la hace más resistente a la fagocitosis y al complemento. 74 

Se  ha  demostrado  que  el  LPS  es  directamente  citotóxico  hacia  las  células 

endoteliales  bovinas.  Causa  apoptosis  de  las mismas  en  pulmón,  disminuyendo  la 

unión  intercelular. Estos cambios dan  como  resultado  la extravasación de productos 

vasculares al intersticio durante el desarrollo de la enfermedad. No daña directamente 

al  epitelio  pulmonar,  pero  McClenahan  y  col.  en  el  2008,  demostraron  que  en 

presencia  de  neutrófilos,  el  LPS  causa  una  disminución  de  la  unión  intercelular 

epitelial, provocando así la salida de exudado inflamatorio al intersticio. 75 

I.7.5 Leucotoxina (LKT) 

La LKT es una proteína de 104 kDa que pertenece a  la  familia de toxinas RTX, 

llamadas así debido a las características en común de repeticiones de secuencias ricas 

en glicina dentro de la proteína. 26 La LKT se considera el principal factor de virulencia 

de M.  haemolytica.  Es  una  toxina  dependiente  de  calcio.  En  general,  estas  toxinas 
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tienen como célula blanco principalmente a los leucocitos, por lo que pueden llegar a 

destruir neutrófilos, macrófagos alveolares y linfocitos. La LKT se une a leucocitos y, a 

bajas concentraciones,  induce  su apoptosis por  la vía  intrínseca, mientras que a una 

concentración elevada genera  la aparición de poros  transmembranales  y  la necrosis 

celular. 76, 77 

La mitad  de  la  cadena  N‐terminal  de  la  toxina  consiste  en  cuatro  dominios 

hidrofóbicos,  que  se  cree  están  implicados  en  esta  formación  de  poros  en  la 

membrana de  las células blanco. Así mismo, un  tercio de  la cadena C‐terminal de  la 

toxina  contiene  un  número  de  repeticiones  de  nanopéptidos  ricos  en  glicina,  este 

dominio  está  involucrado  en  el  acarreamiento  de  Ca2+  que  es  necesario  para  la 

actividad biológica de  la  toxina. Un dominio compuesto por aproximadamente 50‐60 

aminoácidos del extremo C‐terminal  también está  involucrado en el transporte de  la 

toxina a través de la envoltura bacteriana (cápsula). 78 

La LKT puede provocar una  respuesta  inflamatoria, causando  la  formación de 

un  intenso edema  y necrosis pulmonar.  4 A pesar de  la  importancia de  la  LKT,  si en 

determinado  momento  se  produjera  en  forma  defectuosa  o  disfuncional,  sólo 

atenuaría  parcialmente  la  enfermedad,  sugiriendo  así  que  hay  otros  factores  de 

virulencia que son importantes en el desarrollo de la patogénesis de la enfermedad. 34 

McClenahan y col. en el 2008, asumieron que la LKT de M. haemolytica no daña 

directamente  el  endotelio  y  las  células  epiteliales  del  pulmón,  adjudicando  esto  en 

parte a la carencia de expresión de receptores CD11a/CD18. Por lo tanto, es probable 

que en  combinación  con el  LPS y  los neutrófilos, en  la patogénesis pulmonar  la  LKT 

pueda  favorecer  la extensa  salida de productos vasculares en  conductos aéreos,  tan 

comúnmente asociada con esta enfermedad. 79 

I.7.6 Proteasas de secreción  

Las  enzimas  proteolíticas  o  proteasas  son  enzimas  que  catalizan  la  hidrólisis 

específica de uno o varios enlaces peptídicos dentro de una proteína, por  lo que son 

también llamadas peptidasas. Las proteasas intervienen en las funciones orgánicas de 

todos los seres vivos (virus, bacterias, arqueas, protozoos, metazoos, hongos, plantas y 
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animales). En el metabolismo, las enzimas proteolíticas intervienen en procesos como 

crecimiento, diferenciación celular, recambio de proteínas, maduración de enzimas y 

hormonas, coagulación de  la sangre y  lisis de coágulos de fibrina; también poseen un 

papel importante en la secreción de compuestos a través de las membranas celulares, 

entre otros más. 80, 81 

Por mucho tiempo  la función de  las proteasas fue adjudicada únicamente a  la 

hidrólisis o digestión de proteínas como una fuente de alimento. Cada vez, se hace más  

claro que la hidrólisis de un enlace peptídico de una proteína puede tener una amplia 

gama de funciones biológicas que pueden ser muy sutiles y específicas. 82 

Las  proteasas  pueden  dividirse  en  6  diferentes  tipos  catalíticos:  aspartato‐

proteasas,  metalo‐proteasas,  serín‐proteasas,  cisteín‐proteasas,  treonín‐proteasas  y 

glutamato‐proteasas,  según  los  residuos activos que están  implicados en  la  catálisis. 

Las aspartato‐, metalo‐ y serín‐proteasas son definitivamente los grupos de proteasas 

más abundantes. 82  

Las proteasas microbianas pueden causar diferentes efectos patológicos, como 

destrucción de tejidos, inactivación de inmunoglobulinas y factores del complemento y 

promover la liberación de factores quimiotácticos de inflamación. 83 

La mayoría de  los miembros de la familia Pasteurellaceae producen y secretan 

proteasas  que  degradan  inmunoglobulinas  al  medio  extracelular.  La  enzima  más 

estudiada  de  este  tipo  es  la  proteasa  que  corta  IgA1,  producida  por  Haemophilus 

influenzae. 84 Dicha proteasa es una enzima bacteriana extracelular perteneciente a la 

familia de las serín‐proteasas, teniendo como blanco a la IgA1 humana, la cual es una 

clase  de  inmunoglobulina  predominante  en  las  superficies  de  las mucosas  del  ser 

humano  y  de  los  animales.  Por  lo  tanto,  la  producción  de  esta  proteasa  le  da  la 

capacidad a la bacteria de invadir e infectar las mucosas. 85 

Se ha reportado que otros miembros de la familia Pasteurellaceae  son capaces 

de secretar proteasas. Sin embargo, no han sido del todo caracterizadas.  Aislamientos 

de  cepas  de  P. multocida  producen  proteasas  que  se  anclan  en  IgA1,  IgA2  e  IgG 

humana. 86 
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Actinobacillus  pleuropneumoniae  libera  al medio  de  cultivo metaloproteasas 

que hidrolizan IgA e IgG porcina. 87 Actinobacillus suis  secreta una metaloproteasa que 

degrada IgG teniendo como blanco a la IgG  porcina y bovina. 88 

Avibacterium  paragallinarum,  agente  causal  de  la  coriza  infecciosa,  secreta 

metaloproteasas que degradan IgG de ave. 89 

La mayoría de  los serotipos de M. haemolytica secretan una neuraminidasa y 

una  sialoglicoproteasa. 2 

I.7.6.1 Neuraminidasa  

Hirst,  en  1941;  describió  por  primera  vez  la  actividad  de  sialidasa mientras 

estudiaba  la  hemoaglutinación  en  presencia  del  virus  de  la  influenza.  90 

Posteriormente,  Burnet  y  col.  en  1946  identificaron  una  sialidasa  bacteriana  como 

enzima  destructora  de  receptores  celulares.  91  Los  términos  “sialidasa”  y 

“neuraminidasa”  fueron  propuestos  por  Heimer  y Meyer  en  1956  y  Gottschalk  en 

1957, respectivamente. 92,  93 El término “sialidasa” fue incluido en la nomenclatura IUB 

(Unión  Internacional de Bioquímica) en el primer  informe de  la Comisión de Enzimas 

en 1961,  con el nombre de  “neuraminidasa”. Cabezas y  col. en 1983 propusieron el 

término “sialidasa” para las enzimas de eucariontes y el término “neuraminidasa” para 

las enzimas de procariontes. 94 

Las  neuraminidasas  se  encuentran  frecuentemente  en  bacterias  que  tienen 

contacto  estrecho  con un hospedero  animal, donde  la  enzima  sirve  como  factor de 

colonización y  virulencia,  95 además de posibilitar  la utilización de  los ácidos  siálicos 

como fuente de carbono y energía. Han sido detectadas en especies de Pseudomonas, 

Corynebacterium,  Clostridium,  Streptococcus,  Pasteurella,  además  de  Bacteroides 

fragilis,  Vibrio  cholerae,  Salmonella  enterica  serovar  Typhimurium,  Erysipelotrhrix 

rhusiopathiae,  Arthrobacter  ureafaciens,  Bifidobacterium  bifidus,  Haemophilus 

parasuis y Actinomyces pyogenes. 96 
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Algunas  neuraminidasas  son  secretadas  como  proteínas  solubles,  en  cambio, 

otras  están  asociadas  a  fracciones  de  membrana,  como  la  neuraminidasa  de  H. 

parasuis. 97  

En  algunas bacterias  se han  identificado  varias neuraminidasas, por  ejemplo, 

Clostridium  perfringens  tiene  dos  neuraminidasas,  una  de  las  cuales  tiene  un  peso 

molecular de 71 kDa y es secretada, y la otra de 43 kDa permanece en la célula. 98 

Straus  y  col.  En  1993  reportaron  que  todos  los  serotipos de M.  haemolytica 

producen  neuraminidasa,  excepto  el  serotipo  11.  Los  pesos  moleculares  de  dicha 

enzima  varían entre  los diferentes  serotipos  y  comprenden moléculas de 150  a 200 

kDa, que presentan especificidad hacia substratos similares como: N‐acetilneuraminil‐

lactosa,  fetuina y ácido  colomínico,  y  son menos activas hacia  la mucina  submaxilar 

bovina.  El  papel  sugerido  para  la  enzima  es  la  remoción  de  ácido  siálico  de  las 

glicoproteínas de  la superficie celular o del moco,  facilitando  la adherencia de dichos 

microorganismos. 99, 100 

M.  haemolytica  A2  produce  una  neuraminidasa  con  un  peso  molecular 

aproximado de 200 kDa. 99 

I.8.2 Sialoglicoproteasa 

Todos  los  serotipos  de  M.  haemolytica  producen  una  metaloglicoproteasa 

dependiente de zinc con un peso molecular de 35 kDa, que tiene actividad contra O‐

sialoglicoproteinas.  101,  102  En  M.  haemolytica  A1  destaca  una  O‐sialoglicoproteasa 

(Gcp), clasificada como una metaloproteasa neutra, con actividad de endopeptidasa y 

neuraminidasa, que  tiene  la  capacidad de  fraccionar glicoproteína A  tipo mucina en 

diferentes sitios. 65, 103 ‐ 107 

La presencia de  anticuerpos  (IgG1  e  IgG2)  contra  la Gcp  se pudo  comprobar 

mediante  el uso de  sobrenadante  (SN) de  cultivo de M.  haemolytica A1  en  fase de 

crecimiento  logarítmico, rico en  la enzima proteolítica específica  (Gcp). Con dicho SN 

se  vacunaron  becerros  y  posteriormente  se  desafiaron  con  la  cepa  virulenta.  En 

muchos  de  los  sueros  recuperados  a  partir  de  estos  animales,  se  comprobó  que 
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contenían  IgG1 e  IgG2 contra M. haemolytica A1. Aquellos animales que presentaron 

anticuerpos anti‐Gcp, a  la necropsia se observó que desarrollaron una neumonía más 

leve; estos resultados demostraron que la Gcp es inmunogénica y la bacteria produce 

dicha enzima  in  vivo.  104 El  suero de bovinos  convalecientes presentó actividad anti‐

Gcp,  lo  cual  sugiere  que  esta  proteína  es  inmunogénica  en  los  animales.  108  Las 

moléculas que actúan como blanco para  la Gcp aún no han sido bien definidas, pero 

probablemente son sialoglicoproteínas presentes en  la superficie de  las células de  la 

mucosa  del  tracto  respiratorio  y  de macrófagos  alveolares,  neutrófilos  alveolares  y 

otros leucocitos. 108 

La actividad de  la Gcp en condiciones  in vitro, puede ser potenciada por  la co‐

incubación  con  la  LKT.  Una  consecuencia  de  esta  actividad  es  la  agregación  de 

plaquetas, que  lleva a  su deposición en  los alvéolos pulmonares.  107  La Gcp  también 

rompe  la  glicosilación  de  las  glicoproteínas  CD34,  CD43,  CD44  y  CD45,  generando 

epítopes reactivos que generan daño en las células. 109 

No obstante, el papel de las O‐sialoglicoproteasas en la patogénesis no ha sido 

demostrado  convincentemente.  Las  O‐sialoglicoproteasas  pueden  interferir  con  la 

respuesta inmune del hospedero por rompimiento de IgG séricas, o quizá contribuyan 

en la colonización bacteriana. 108, 110 

I.8 Microvesículas (MVs) 

  La secreción de  los factores de virulencia de  los patógenos Gram‐negativos es 

complicada, por el hecho de que  la envoltura bacteriana consiste en dos bicapas de 

lípidos  que  corresponden  a  la  membrana  externa  y  la  membrana  interna,  y  el 

periplasma y el péptidoglicano o pared celular entre ellas. 111 

Los  patógenos  Gram‐negativos  han  desarrollado  estrategias,  algunas 

específicas de cada patógeno, capaces de permitir la activación de los diversos factores 

de virulencia los cuales ganan acceso al espacio extracelular, principalmente a tejidos o 

corriente sanguínea del organismo hospedero. 111 
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La  secreción  de  moléculas  tales  como  proteínas  o  ácidos  nucleicos  es  un 

aspecto de la fisiología de los microorganismos, ya que sirve a la bacteria para llevar a 

cabo  procesos  biológicos  importantes,  tales  como:  adhesión  e  invasión  de  tejidos, 

transferencia  de  información  genética,  comunicación  intercelular  bacteria‐bacteria  y 

bacteria‐hospedero, así como la obtención de nutrientes esenciales. 112 

La secreción de proteínas en bacterias es un área de investigación que ha sido 

extensamente estudiada en las últimas dos décadas. La mayor parte del trabajo se ha 

desarrollado en  las bacterias Gram‐negativas, en  las que  las proteínas a  translocarse 

tienen que atravesar las dos barreras lipídicas mencionadas. La membrana externa es 

una  bicapa  asimétrica  cuya  cara  exterior  está  compuesta  principalmente  por 

lipopolisacáridos. 113 ‐ 115  

  Hasta  el  momento,  se  han  descrito  seis  sistemas  distintos  que  utilizan  las 

bacterias Gram‐negativas para  la secreción de productos bacterianos, clasificados en 

tipo  I,  ll,  lll,  lV, V  (autotransportadores)  y  tipo VI.  116  Sin  embargo,  estos  grupos  se 

pueden  aún  subdividir  en  dos  grandes  clases  dependiendo  del mecanismo  que  se 

utilice  para  el  transporte  a  través  de  la  membrana  plasmática:  las  vías  Sec‐

dependientes,  que  utilizan  el  sistema  de  secreción  denominado  Sec,  en  el  que  las 

proteínas a  secretarse presentan una  secuencia  señal o péptido  líder en el extremo 

amino  terminal;  y  las  Sec‐independientes,  en  las  que  los  substratos  se  pueden 

translocar  directamente  desde  el  citosol  hasta  el  exterior  celular  sin  que  exista  un 

intermediario periplásmico, ni una secuencia señal en el amino terminal. 112, 113 

  Otro sistema de secreción de diversos productos que se ha estado investigando 

en los últimos años y al cual se le ha conferido una gran importancia, es por medio de 

la  formación  y  liberación  de  microvesículas  de  membrana  externa.  117  Este  es  un 

proceso que ha sido observado sólo en bacterias Gram‐negativas. Este mecanismo de 

secreción  fue  descrito  inicialmente  por  Devoe  en  1973,  cuando  observó  que  el 

meningococo liberaba vesículas durante su crecimiento in vitro. 118  

  Las MVs son   partículas esferoidales de un tamaño heterogéneo (10 a 300 nm 

de  diámetro)  liberadas  por  bacterias  Gram‐negativas  durante  cualquier  fase  de 
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  Li y col. en 1998  identificaron péptidoglicano‐hidrolasas en MVs  liberadas por 

diferentes  bacterias,  las  cuales  fueron  capaces  de  lisar  otras  bacterias  tanto Gram‐

positivas  como  Gram‐negativas.  Estos  investigadores  propusieron  que  las  enzimas 

presentes  en  las  MVs  podrían  ayudarles  a  estas  bacterias  a  obtener  nutrientes  e 

incrementar el espacio disponible, facilitando su colonización. 127 

  Porphyromonas  gingivalis  es  una  bacteria  causante  de  enfermedades 

periodontales, que participa en la formación de la placa dentobacteriana, un complejo 

multibacteriano (biofilm) que favorece el desarrollo de caries y gingivitis. Esta bacteria 

o  sus MVs,  pueden mediar  la  adhesión  de  bacterias  que  originalmente  no  pueden 

adherirse, facilitando o promoviendo la formación de esta placa. 128 

Nuestro  grupo  de  investigación  describió  que  A.  pleuropneumoniae  secreta 

proteasas  que  están  implicadas  en  la  patogénesis  de  la  pleuroneumonía  contagiosa 

porcina. Estas proteasas degradan IgA, IgG, y hemoglobina porcinas. 87 También se ha 

purificado y caracterizado una metaloproteasa de 200 kDa, que es un antígeno común 

en  todos  los  serotipos.  Esta  proteasa  se  pudo  observar  en MVs  de  esta  bacteria  y 

alrededor de ella. 129 

I.9 Interacción y respuesta inmune de las MVs con el hospedero 

  La  unión  de MVs  a  células  del  hospedero  ha  sido  observada  para  una  gran 

variedad  de  patógenos.  Proteasas  y  toxinas  contenidas  en MVs  de  E.  coli,  Shigella, 

Actinobacillus y Borrelia,  interactúan con células bacterianas así como de mamíferos. 

130  ‐ 132 Las MVs se adhieren a  las células del hospedero no sólo en cultivo de tejidos, 

sino  también  en  el  complejo  entorno  de  un  tejido  del  hospedero  infectado.  Por 

ejemplo,  las  MVs  de  Helicobacter  pylori  se  unen  a  las  células  intestinales,  en  las 

muestras de biopsia de pacientes  infectados.  133,  134   Las MVs de Bacteroides  fragilis 

tienen  actividad  hemoaglutinante,  lo  que  indica  que  son  capaces  de  actuar  como 

enlace entre las células de mamíferos. 135 

El  Tropismo  hacia  la  célula  hospedera  depende  de  factores  bacterianos 

específicos de  cada  cepa.  Las MVs  y  las  bacterias de  donde derivan  pueden  utilizar 

idénticos  receptores  de  la  célula  hospedera.  Las  MVs  de  Borrelia  burgdorferi  se 
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adhieren a  las células endoteliales de  la vena umbilical en seres humanos, de manera 

que compiten con células completas de Borrelia.  136 La entrada de  las MVs hacia  las 

células hospederas se ha observado en muchos casos, ya que después de adherirse, las 

MVs pueden ser internalizadas. Las toxinas pueden actuar como adhesinas de las MVs, 

esto permite que éstas puedan endocitarse vía  receptor, mecanismo  también usado 

por la toxina soluble. 136 

Se han  investigado otros ejemplos de adherencia de MVs mediada por toxina. 

Por ejemplo,  la  toxina VacA de H. pylori es absorbida por células epiteliales gástricas 

tanto  como  una  toxina  libre  como  una  toxina  asociada  a  MVs.  137,  138  Hasta  el 

momento,  no  se  sabe  si  VacA  es  el  ligando  adhesina/entrada  para  las  MVs.  Los 

componentes comunes de las MVs tales como las PME  podrían contribuir también a la 

entrada de  las MVs a  la célula hospedera. No todas  las toxinas presentes en  las MVs 

son  necesarias  para  la  adhesión  eficaz.  En  MVs  derivadas  de  Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans,  se  ha  visto  que    mientras  más  enriquecidas  estén  con 

leucotoxina, no es un factor importante la interacción MVs‐células. 139 

La evidencia experimental de varios estudios apoya  la hipótesis de que ciertas 

MVs pueden  fusionarse con  las membranas plasmáticas de células del hospedero. 140 

Las MVs  de  Legionella  pneumophila,  se  etiquetaron  con  un material  fluorescente, 

observándose  el  color  en  la  superficie  de  las  células  epiteliales  alveolares,  lo  que 

sugiere que son altamente adherentes o que se pudieron fusionar. Si bien estos datos 

bioquímicos  y  visuales  son  convincentes,  aún  falta  un  gran  número  de  pruebas 

biofísicas  y  definitivas  para  aseverar  este  mecanismo  de  fusión  MVs‐membrana 

celular. 141 

La  composición  de  las  MVs  hace  posible  que  actúen  como  importantes 

activadores de  la respuesta  inmune  innata y  la adquirida. Además del LPS, que actúa 

como un potente  inmunomodulador,  las MVs contienen porinas y otros  importantes 

ligándos  que  despiertan  la  respuesta  inmune  innata.  Todos  estos  factores  parecen 

actuar sinérgicamente para modular la respuesta del hospedero en formas que pueden 

estimular  la  invasión  del  patógeno  y/o  aumentar  su  virulencia.  Además,  las 

propiedades  inmunogénicas de  las MVs se han enfocado a respuestas protectoras en 
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las mucosas y anticuerpos sistémicos bactericidas que han sido explotados para fines 

vacunales. 141 

Las MVs son un factor clave para efectuar una respuesta inflamatoria hacia los 

agentes  patógenos,  estas  pueden  ser  absorbidas  por  las  células  epiteliales  y 

macrófagos  para  desencadenar  una  respuesta  inmediata  innata  del  huésped.  La 

respuesta  de  las  células  epiteliales  y  macrófagos  a  los  productos  bacterianos 

secretados es como un disparador bien establecido hacia la cascada inflamatoria. 141 

La  capacidad  de  las MVs  para  desencadenar  una  respuesta  inflamatoria  fue 

investigada a fondo en el 2007 por Alaniz y col. Su análisis demostró que  las MVs de 

Salmonella  enterica  serovar  Typhimurium  son  potentes  estimuladores  de  citocinas 

proinflamatorias y  la activación de células  inmunes. Las MVs de Salmonella activan a 

los macrófagos  y  a  las  células  dendríticas  para  aumentar  los  niveles  del  Complejo 

Mayor de Histocompatibilidad  (CMH) clase  II, así como  la producción de mediadores  

proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina‐12. También 

para  activar  a  los  linfocitos  T‐CD4,  lo  que  indica  que  los  componentes  proteínicos 

antigénicos  de  las MVs  son  procesados  eficazmente  y  estimulados  por  las  células 

presentadoras  de  antígenos.  142  En  estudios  basados  sobre  células  epiteliales  en 

respuesta a las MVs producidas por H. pylori se observó que son capaces de producir 

una potente  IL‐8,  143 al  igual que  las MVs de P. aeruginosa ocasionan una  respuesta 

similar. 144 

La composición proteica de  las MVs puede variar sustancialmente con  la cepa 

bacteriana de origen y con el medio ambiente. Proteínas de membrana externa tales 

como  porinas,  promueven  actividades  proinflamatorias  causadas  por  una  gran 

variedad  de  patógenos  Gram‐negativos,  incluyendo  H.  pylori,  Salmonella, 

Fusobacterium, y especies de Yersinia. 145 ‐ 148  

Ayalew y col. en el 2012 reportaron que en un análisis  inmunoproteómico de 

las MVs de M. haemolytica A1 se  lograron  identificar y caracterizar 226 proteínas, de 

las  cuales  correspondían  28  a  PME,  30  periplásmicas,  104  citoplasmáticas,  5  de 

membrana citoplásmica, 1 extracelular y 58 desconocidas. 149 
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Nuestro  equipo  de  trabajo  identificó  y  caracterizó MVs  de  M.  haemolytica 

serotipo A1 y A2, encontrando los principales antígenos de la bacteria, tales como: LKT, 

LPS, PME y una  fracción de DNA. 122 LA LKT está biológicamente activa dentro de  las 

MVs del  serotipo A2, demostrado por el efecto  citótoxico en células mononucleares 

sanguíneas de ovino. 48 De igual manera se demostró que la exposición de MVs de M. 

haemolytica A2, genera cambios morfológicos en linfocitos tisulares, y en macrófagos 

alveolares se desarrollaron características de activación. En células de tejido pulmonar 

se observó una destrucción de aproximadamente el 80% de éstas en cultivo celular. 

Las características observadas mediante microscopía electrónica,  incluían: pérdida de 

la  integridad  de  membranas  nucleares  y  citoplasmáticas,  ausencia  de  organelos, 

presencia  de  gran  cantidad  de  vesículas  en  citoplasma  y  ausencia  de  núcleos  en  la 

mayoría de las células. 150 
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II. JUSTIFICACIÓN 

M. haemolytica  libera MVs que  son  secretadas de  forma normal al medio en 

cualquier  etapa  de  crecimiento  de  la  bacteria  y,  bajo  ciertas  condiciones  o  en  

presencia  de  algunos  antibióticos,  se  exacerba  su  producción.  Estas MVs  guardan 

componentes de  la superficie bacteriana, tales como proteínas, LPS, acido murámico, 

cápsula  y  fimbrias,  entre  otros,  además  de  contener  en  su  interior  proteínas  en 

tránsito  entre  los  diferentes  compartimentos.  122  En  otros  agentes  causantes  de 

enfermedad,  se ha demostrado  la  importancia de  las proteasas en  la producción de 

daño  a  los  tejidos  a  partir  de  células  bacterianas  completas.  151  De  tal modo  que, 

obtener y caracterizar proteasas de secreción a partir de MVs de M. haemolytica A2, 

permitirá establecer su actividad proteolítica hacia  los diferentes substratos a  los que 

éstas  se  expongan.  De  esta manera,  se  evidenciará  su  efecto  en  presencia  de  un 

sistema  biológico  y  se  determinará  el  papel  que  juegan  éstas  en  el  proceso  de 

colonización de la bacteria, formando nichos propios para la invasión al órgano blanco 

y distrayendo al sistema inmune. Así mismo, la identificación de proteasas en MVs de 

este género bacteriano, nos permitirá  caracterizar aún más dichas estructuras  como 

componente principal de un biológico vacunal en estudio.   

 

III. HIPÓTESIS 

Si  las MVs de M. haemolytica A2 arrastran durante  su proceso de  formación 

una gran cantidad de  factores de virulencia,  los cuales participan directamente en  la 

patogenia  de  la  enfermedad,  entonces  es  posible  que  dichas  estructuras  acarreen 

proteasas  de  secreción  biológicamente  activas,  las  cuales  podrían  ser  liberadas  en 

estas estructuras y ejercer un efecto directo sobre diferentes substratos.  
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IV. OBJETIVO GENERAL 

Determinar  y  caracterizar  proteasas  de  secreción  acarreadas  en MVs  de M. 

haemolytica A2.  

 

V. OBJETIVOS PARTICULARES 

a) Determinación de proteasas de secreción a partir de sobrenadante de cultivo 

de M. haemolytica A2. 

b) Obtención de MVs de M. haemolytica A2 a partir de sobrenadante de cultivo 

bacteriano  filtrado  y  ultracentrifugado,  estimulando  el  cultivo  con  un 

antibiótico de amplio espectro. 

c) Estandarización de  la concentración de proteína y de  la presencia de MVs de 

M. haemolytica A2. 

d) Realizar  cinética  de  obtención  de  proteasas  de  secreción  a  partir  de 

sobrenadantes de cultivo de M. haemolytica A2 de células completas. 

e) Realizar electroforesis en geles de  substrato, para determinar  la presencia  y 

efecto  de  las  proteasas  a  partir  de  sobrenadante  y  de  MVs  sobre  dichos 

substratos. 

f) Caracterizar parcialmente proteasas acarreadas en MVs de M. haemolytica A2, 

utilizando  diferentes  factores  como,  temperatura,  pH  e  inhibidores  de 

proteasas. 

 

VI. Materiales y Métodos 

Se utilizó una  cepa de  campo de M. haemolytica A2, obtenida en un  trabajo 

previo.  122  Esta  cepa  se  aisló  a  partir  de  tejido  pulmonar  con  lesiones  neumónicas 

características de  la enfermedad de un ovino muerto en campo. Se descongeló dicha 

cepa y se sembró en cultivo puro en placa de agar sangre, incubándose a 37 °C por 24 

hrs.  Se  realizaron  la  tinción  de  Gram  y  un  análisis  bioquímico  para  corroborar  la 

morfología e identidad bacteriana, respectivamente. 150 
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VI.1 Obtención de MVs. 

Se  realizó  el  crecimiento  bacteriano  tomando  una  colonia  del  cultivo  puro 

anteriormente  mencionado,  en  4  placas  de  agar  sangre  mediante  estría  cerrada 

incubándose  a  37  °C  por  24  hrs.  150  Una  vez  realizado  lo  anterior,  se  procedió  a 

cosechar  las bacterias  en 500 ml de  infusión de BHI  (Infusión Cerebro Corazón),  en 

agitación suave. Se adicionó gentamicina en una concentración de 20 µg/mL de medio 

de cultivo durante  la  fase estacionaria de  la bacteria. 122  ‐   124 Dicho cultivo se  incubó 

nuevamente bajo  las mismas condiciones antes mencionadas,  llevándolo a completar 

24 hrs. Finalmente se realizó tinción de Gram para evidenciar la pureza del cultivo. 48 

El cultivo anterior se centrifugó a  2600 x g / 20 minutos, en este paso se separó 

la biomasa y el SN resultante se filtró por membranas Millipore, primero por 0.45 μm y 

posteriormente por 0.22 μm. El producto de la filtración se ultracentrifugó a 150 000 g 

/ 3 hrs.  / 4  °C. Se eliminó el SN y  la pastilla  resultante  se  resuspendió en 200  μl de 

Hepes 10 mM de pH 7. Finalmente la pastilla que contenía las MVs se conservó a ‐70 °C 

hasta su uso. 48 (Esquema 1)  

VI.2 Precipitación de proteínas del sobrenadante 

Siguiendo  la metodología anterior,  se  incubó  la cepa a diferentes  tiempos  (6, 

12, 24, 48 hrs.) se separó la biomasa y se filtró el SN por 0.45 μm y 0.22 μm, con él se 

realizó  una mezcla  en  relación  1:3  (muestra:  etanol  absoluto)  por  1  hora  a  ‐20°C. 

Posteriormente se centrifugó a 7500 x g / 40 min. / 4 °C. Se eliminó el SN y la pastilla 

resultante se resuspendió en 300 μl de PBS 1X. Se dejó en refrigeración, a 4 °C / 24 hrs 

en  un  tubo  Eppendorf  (tubos  cónicos  de  piliestireno),  con  la  tapa  abierta.  Dicha 

muestra correspondió a proteínas precipitadas contenidas en el SN. 152, 153     (Esquema 

1).  
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VI.3 Cinética de crecimiento bacteriano.  

Dadas  las  características de  crecimiento  in  vitro de M.  haemolytica  y que  se 

cuenta con pocos estudios de este serotipo, se realizó una cinética de crecimiento de 

la bacteria. Esto con la finalidad de conocer en qué fase de crecimiento de la bacteria 

se le podría agregar la gentamicina para una mayor producción de MVs. La cinética se 

realizó con un cultivo puro en placa de agar sangre incubada por 24 hrs. Se tomó una 

colonia y se sembró en estría cerrada. Posteriormente se cultivó en un tubo de vidrio 

con 5 ml de BHI hasta tener una densidad óptica (DO) de 0.05 leída a 600 nm. Se dejó 

incubar este  cultivo durante 16 hrs.  / 200 RPM  /37  °C. De este  cultivo  se  realizaron 

diluciones seriadas y se tomaron lecturas cada hora, observando la DO. Se plaqueó en 

cajas de agar BHI para contar las unidades formadoras de colonia (UFC). 48, 154 

VI.4 Cuantificación de proteínas 

Para corroborar la concentración y presencia de proteínas precipitadas en el SN 

de cultivo y en las MVs, se realizaron dos metodologías: 1. Por el método descrito por 

Bradford  y  2.  Por  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  con  duodecil  sulfato  de 

sodio (SDS‐PAGE). 

La concentración de proteínas totales se determinó por colorimetría, utilizando 

el método  de microtitulación  de Bradford  y  un  estándar  de  albúmina  sérica  bovina 

(ASB)  analizado  en  una  curva  con  diferentes  concentraciones.  Posteriormente  se  

colocaron  200  μl  del  reactivo  de  Bradford más  10  μl  de muestra  de  las  proteínas 

precipitadas  y  MVs  de  M.  haemolytica  A2  en  placas  de  ELISA,  determinando  la 

cantidad de proteína en el lector de ELISA a 595 nm y por regresión lineal. 155  

VI.5 SDS‐PAGE 

La separación analítica de  las proteínas precipitadas del SN de cultivo y de  las 

MVs  se hizo  en  función de  sus pesos moleculares, utilizando    SDS‐PAGE  al  12%.  Se 

ajustó  la  concentración  de  proteína  necesaria  a  utilizar  en  el  corrimiento 

electroforético en ambos casos, a 10 μg de proteína por cada 10 μl. Se le agregó 10 μl 

de amortiguador de muestra más  β‐mercaptoetanol y  se dejó hervir dicha mezcla 5 
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minutos. Posteriormente se colocó cada mezcla en diferentes carriles,  incluyendo un 

carril con marcadores de peso molecular. Se corrieron a un voltaje de 80 V/10 min. 

para  el  gel  concentrador  y  100  V/2  hrs  para  el  gel  separador  en  una  solución 

amortiguadora de corrida 1X. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie durante 1 hr. 

a  temperatura  ambiente  y  en  agitación  suave.  Posteriormente  se  destiñeron 

sometiéndolos  a  una  solución  de  lavado  hasta  visualizar  las  bandas  deseadas. 

Finalmente los geles se conservaron en ácido acético al 10%. 48, 122, 150 (Esquema 2) 

VI.5.1 SDS‐PAGE en geles copolimerizados con 0.2% de substrato 

Para determinar si los SNs de cultivo y las MVs de M. haemolytica A2 contenían 

proteasas,  se  realizaron  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  al  7.5  o  al  10% 

copolimerizados con 0.2% de gelatina, hemoglobina, apo‐LF u holo‐LF. De igual forma, 

se  ajustó  la  concentración  de  proteína  necesaria  a  utilizar  en  el  corrimiento 

electroforético, tanto de las proteínas precipitadas del SN de cultivo como de las MVs, 

a 10 μg de proteína/10 μl. Se colocó cada muestra en diferente carril y se agregó un 

carril  con marcadores  de  peso molecular.  Las muestras  no  fueron  tratadas  con  β‐

mercaptoetanol,  ni  fueron  hervidas.  Después  de  la  electroforesis,  los  geles  fueron 

incubados  en  amortiguador  con  Tritón  X100  al  2.5%  durante  1  hora.  En  seguida  se 

probaron diferentes amortiguadores de activación proteolítica: Tris – Acetato de sodio 

pH 4, Tris  – CaCl2 pH 7 y Na2CO3 – NaHCO3 (carbonatos) pH 10, y se incubaron durante 

12‐16 hrs. a temperatura ambiente y a 37 °C. Posteriormente se procedió a teñir  los 

geles con azul de Coomassie por 24 hrs. Se destiñeron sometiéndolos a una solución 

de  lavado hasta observar el marcador de peso molecular  (aproximadamente 30 a 60 

min).  Finalmente  se  conservaron  en  ácido  acético  al  10%.  Como  control positivo  se 

empleó  una  muestra  de  proteínas  precipitadas  de  SN  de  cultivo  de  A. 

pleuropneumoniae serotipo 1, las cuales se muestran en el esquema 2. 86‐89, 129.  
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VI.6 Caracterización parcial de las proteasas acarreadas en MVs. 

Como se mencionó anteriormente, se probaron diferentes amortiguadores de 

activación a varios pHs y  temperaturas. Para complementar  la caracterización de  las 

proteasa acarreadas en las MVs, se utilizaron diferentes inhibidores de proteasas para 

determinar qué tipo de proteasa se están secretando o acarreando, respectivamente. 

Se  usó  ácido  etilen‐glicol‐tetraacético  (EGTA),  p–hidroxi‐mercuri‐benzoato  (p‐HMB) 

y   Fenil‐metil‐sulfonil‐fluoruro  (PMSF), en SDS‐PAGE al 10% copolimerizado con 0.2% 

de gelatina.  

Se  ajustó  la  concentración  de  proteína  necesaria  a  utilizar  en  el  corrimiento 

electroforético, tanto de las proteínas precipitadas del SN de cultivo como de las MVs, 

a 1 μg de proteína/ 1 μl. En el caso de EGTA y p‐HMB se agregaron 2 μl y para PMSF, 1 

μl de un  stock de 100 mM a  las muestras mencionadas anteriormente,  incubándose 

dichas  mezclas  a  temperatura  ambiente  por  20  min.  Se  colocó  cada  muestra  en 

diferentes  carriles  agregando  un  marcador  de  peso  molecular.  Después  de  la 

electroforesis,  los geles  fueron  incubados   en amortiguador con Tritón X 100 al 2.5% 

durante 1 hr. Enseguida se incubaron con el amortiguador de activación Tris – CaCl2 pH 

7 adicionando 10 ml en el caso de EGTA y p‐HMB y 5 ml para PMSF por cada 40 ó 45 ml 

de  amortiguador  de  activación,  respectivamente,  durante  12‐16  hrs.  a  37  °C. 

Posteriormente  se  procedió  a  teñir  el  gel  con  azul  de  Coomassie  por  24  hrs.  Se 

destiñeron  sometiéndolos  a  una  solución  de  lavado  hasta  observar  el marcador  de 

peso molecular (aproximadamente 30 a 60 min). Finalmente se conservaron en ácido 

acético al 10%. 156 

VI.7 Microscopía Electrónica de Transmisión 

Para  poder  determinar  la morfología  y  tamaño  de  las MVs  liberadas  por M. 

haemolytica  A2,  se  colocaron  20  μl  de  ellas  en  rejillas  de  cobre  recubiertas  con 

Formvar  y  se  sombrearon  con  carbón,  se  dejó  reposar  la  muestra  5  min. 

Posteriormente se retiró el exceso de muestra con papel filtro y se adicionó finalmente 

10 a 15 μl de ácido fosfotúngstico al 1% de pH 5.5, durante 1 min. 129 
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VII. Resultados 

VII.1 Cinética de crecimiento bacteriano  

La  cinética  de  crecimiento  bacteriano  de  M.  haemolytica  A2,  permitió 

establecer  la  fase  de  crecimiento  de  la  bacteria  en  la  que  se  debe  adicionar  la 

gentamicina para una mayor producción de MVs. Los valores obtenidos confirman que 

tanto  para  DO  como  en  UFC  la  fase  estacionaria  se  inicia  desde  las  5  horas  de 

incubación como se muestra en el Cuadro no. 1 y en las Figuras 4 y 5.   

 

Cuadro  1.  Valores  en  densidad  óptica  (DO)  y  en  unidades  formadoras  de  colonia 

(UFC) correspondientes a la cuenta viable, de las cinéticas de crecimiento de M. haemolytica 

A2. 

 

 

Horas  D O  UFC 

0  0.05  3.85E+07 

1  0.17  1.84E+08 

2  0.34 4.10E+08 

3  0.40  5.23E+08 

4  0.43  7.06E+08 

5  0.44  9.00E+08 

6  0.45 9.43E+08 

7  0.44  9.63E+08 

12  0.44  9.82E+08 

14  0.44  9.68E+08 

16  0.44 9.40E+08 
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VIII. DISCUSIÓN 

  La secreción de  los factores de virulencia de  los patógenos Gram‐negativos es 

complicada, por el hecho de que  la envoltura bacteriana consiste en dos bicapas de 

lípidos  que  corresponden  a  la  membrana  externa  y  la  membrana  interna,  y  el 

periplasma y el péptidoglicano o pared celular entre ellas. 111 

  La liberación de MVs de la envoltura durante el crecimiento de la bacteria sirve 

como vehículo para secretar proteínas, lípidos, carbohidratos y DNA. La producción de 

estas MVs  ocurre  en  el  tejido  infectado  y  está  influenciada  por  factores  del medio 

ambiente. El papel principal que juegan las MVs es establecerse y colonizar en nichos, 

acarreando  y  transmitiendo  factores  de  virulencia  a  los  tejidos  del  hospedero.  La 

liberación de toxinas mediada por MVs es un potente mecanismo de defensa exhibido 

por diversos patógenos Gram negativos.  

Las  propiedades  bioquímicas  y  funcionales  de  las  MVs  que  liberan  los 

patógenos  al  medio,  revelan  su  potencial  de  impacto  en  las  enfermedades  que 

producen. Estudios con MVs de diversos orígenes bacterianos soportan una función en 

común:  las MVs  son el medio por el cual  la bacteria  interactúa con  las otras células 

procariotas, eucariotas y con su medio ambiente. 122 

  Cuando  las bacterias Gram‐negativas son crecidas en condiciones estresantes, 

es  común  observar  que  la  cantidad  de  MVs  que  se  están  liberando  aumenta 

considerablemente, y su tamaño varía con respecto a  las  liberadas por bacterias que 

son crecidas en condiciones normales.123 Por ejemplo, los antibióticos aminoglucósidos 

perturban la membrana externa de las bacterias Gram‐negativas, lo que ocasiona que 

se  incremente  de  tres  a  cinco  veces  la  cantidad  de MVs  y  que  el  tamaño  de  ellas 

aumente  de  50  nm  (que  es  su  tamaño  en  cultivos  bacterianos  en  condiciones 

normales), hasta 200 nm. 124 

Para poder establecer en qué fase de crecimiento de M. haemolytica se debía 

adicionar gentamicina para aumentar el tamaño y producción de MVs, se realizó una 

cinética de crecimiento bacteriana a partir de un cultivo puro de 24 hrs. de incubación. 

Nuestro  grupo  de  trabajo  había  visto  que  el momento  óptimo  para  agregar  dicho 
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antibiótico era de 12‐16 hrs. de incubación. 122 Siguiendo esto, se procedió a incubar a 

M. haemolytica A2 hasta estos tiempos. Los resultados obtenidos  tanto en DO como 

en cuenta viable (UFC), mostraron que entre las 12 y 16 hrs. de incubación la bacteria 

se encuentra en fase de crecimiento estacionaria tardía (Fig 4 y 5), estableciendo que 

durante  esta  fase  de  crecimiento  bacteriano  es  el momento  en  el  cual  se  debe  de 

agregar  el  antibiótico  para  exacerbar  el  tamaño  y  producción  de MVs,  siendo  este 

trabajo el primero en reportar dichos resultados en M. haemolytica A2. 

  Para  corroborar  la  correcta  obtención,  tamaño  y morfología  de MVs  de M. 

haemolytica A2, se realizó microscopia electrónica de tinción negativa, la cual reveló la 

presencia  de  estructuras  de  tamaño  regular,  de  forma  esférica,  correspondientes  a  

MVs secretadas por M. haemolytica. Es clara la formación de múltiples MVs emanando  

de  la superficie bacteriana e  incluso se puede observar  la coalescencia de estas entre 

sí. Este resultado concuerda con  lo descrito por nuestro grupo de trabajo en el 2007, 

122 reportando estructuras esféricas de tamaños desde 50 hasta 200 nm de diámetro 

emanando de la superficie bacteriana.  

  Kadurugamuwa y Beveridge en 1995 obtuvieron MVs de 100‐200 nm al cultivar 

a P. aeruginosa   en presencia de gentamicina. Por otro  lado, Sabra et. al., en el 2003 

señalaron que P. aeruginosa  crecida bajo estrés de oxígeno (pO2 ~350%) liberaba MVs 

cuyo  tamaño,  (24.5 nm) era mucho mayor que el de  las  liberadas cuando  la bacteria 

crece  en  condiciones  normales.  En  nuestro  trabajo  observamos  de  igual  forma  que 

algunas  MVs  se  ven  con  un  material  electrodenso  (sombreado)  dentro  de  ellas, 

abarcando una parte o  toda  la MV, coincidiendo con Kadurugamuwa y Beveridge en 

1995,  mencionando  que  pueda  deberse  a  la  estimulación  de  la  bacteria  por  el 

antibiótico.   

  Para  separar  las  proteínas  encontradas  en  las MVs,  se  realizaron  geles  SDS‐

PAGE. Los resultados obtenidos  (Fig. 6) demuestran un  incontable patrón de bandeo 

proteínico  entre  las  cuales  destacan  varias  proteínas  reportadas  anteriormente  por 

nuestro grupo de trabajo. Podemos observar una proteína de 104 kDa perteneciente a 

la  LKT,  la  cual  es  la  endotoxina  más  importante  de  este  género  bacteriano, 

perteneciente a la familia de las toxinas RTX. Se sabe que la LKT es secretada cuando la 
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bacteria  se  encuentra  en  su  fase  de  crecimiento  logarítmico  y  actúa  como  una 

citolisina  formadora de poros,  insertándose en  la membrana de  sus células blanco y 

resultando en un desequilibrio osmótico que genera muerte a la célula del hospedero. 

La LKT inicia una cascada de eventos que permiten daño al tejido, neumonía y muerte 

en los animales. 158  

Otra proteína observada corresponde al peso de 60 kDa,  la cual se menciona 

que cruza antigénicamente con una adhesina de A. pleuropneumoniae, pudiendo ser 

de la misma naturaleza. Se encontraron también dos proteínas muy importantes de la 

bacteria que son inmunogénicas, una de 45 y 54 kDa respectivamente. Pandher y col. 

en 1998,  reportó una PME de 45  kDa  la  cual demostró  tener una alta  respuesta de 

anticuerpos al correlacionarla con  la  resistencia al desafío experimental. Después de 

purificarla y clonarla comprobó que era una  lipoproteína encontrada en  la superficie 

bacteriana  y es altamente inmunogénica para el ganado. 66  

Por  otro  lado,  nuestro  grupo  de  trabajo,  en  un  estudio  donde  se  evaluó  la 

respuesta  inmune  de  borregos  mediante  Western  Blott,  tanto  de  animales 

muestreados  en  campo  como  de  animales  desafiados  experimentalmente,  de  las 

proteínas  de  membrana  externa  de  M.  haemolytica  A2,  se  observó  que  un  alto 

porcentaje  de  los  sueros  de  estos  animales  reconocía  fuertemente  sobre  las 

membranas de nitrocelulosa varías proteínas, pero principalmente dos, una de 45  y 

otra  de  54  kDa  respectivamente.    De  igual  forma  se  señala  otra  banda  de  25  kDa 

perteneciente  al  LPS  de  dicha  bacteria,  que  también  posee  un  potente  efecto 

inmunogénico. 

  Al realizar un SDS‐PAGE de las proteínas precipitadas del sobrenadante a partir 

de  células  completas  (Fig.  7),  se  puede  observar  que  comparten  dos  proteínas 

importantes mencionadas  anteriormente,  una  de  60  kDa  y  otra  de  104  kDa  (LKT), 

demostrando  que  dichas  proteínas  se  secretan  al  medio  extracelular  y  que  son 

estructuras presentes en  la bacteria  122 y en  las MVs, comparado  con  los  resultados 

anteriores. 
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       El objetivo del presente  trabajo  fue determinar y caracterizar proteasas de 

secreción  acarreadas  en MVs  de M.  haemolytica  A2.  Las MVs  son  estructuras  que 

durante  su proceso de  formación, arrastran constitutivamente  factores de virulencia 

como PME, LKT, plásmidos y productos en  tránsito contenido en el periplasma,  tales 

como proteasas. 124 Por  lo que para comprobar  la presencia de dichas enzimas en  las 

MVs, se obtuvieron muestras de proteínas secretadas por dicha bacteria, tanto al SN 

de cultivo a partir de células completas como de MVs. Se estableció una cinética de 

producción  de  proteasas  a  diferentes  tiempos,  se  comprobó  que  a  las  24  hrs.  de 

incubación,  37  °C  y  pH  7,  se  observa  una  clara  y  concreta  actividad  de  proteasas, 

encontrando bandas con pesos moleculares de 150 kDa, 200 kDa y otra mayor a 250 

kDa. (Fig. 8). Ya que en otros tiempos de incubación, a temperatura ambiente y a pH 4 

y 10, se observó menor degradación de estas, pero el mismo patrón cuando se utilizó 

como control A. pleuropneumoniae. (Fig. 8, 9 y 10).  

  Habiendo  establecido  las  condiciones óptimas de degradación,  se procedió  a 

comparar  el  SN  con  las  MVs,  para  comprobar  que  dichas  estructuras  acarrean 

proteasas.  Los  resultados  obtenidos  demuestran  que  las MVs  contienen  una mayor 

cantidad de proteasas, así como una clara actividad en bandas de 35, 54, 60, 76, 80, 

160, 200 y una mayor que 250 kDa, aunque no se podría afirmar que todas ellas son 

proteasas diferentes. Así como en el SN, donde estas presentaron una mejor actividad 

en  las mismas  condiciones. Demostrando  que M.  haemolytica A2  secreta  proteasas 

neutras. 

M.  haemolytica  A2  produce  una  neuraminidasa  con  un  peso  molecular 

aproximado  de  200  kDa.  99  En  el  presente  trabajo  se  encontró  una  proteasa  que 

coincide con la reportada pudiendo tener más de una actividad, como es el caso de la 

Gcp, clasificada como una metaloproteasa neutra, con actividad de endopeptidasa y 

neuraminidasa. Coincidiendo con nuestro grupo de  investigación, se describió que A. 

pleuropneumoniae  secreta  proteasas  que  están  implicadas  en  la  patogénesis  de  la 

pleuroneumonía contagiosa porcina. De la cuales, se ha purificado y caracterizado una 

metaloproteasa de 200‐kDa, que es un antígeno  común en  todos  los  serotipos. Esta 

proteasa se pudo observar en microvesículas de esta bacteria y alrededor de ella. 129 



 

70 

 

Con dichos antecedentes y perteneciendo  también a  la  familia Pasteurellaceae, esta 

proteasa podría tener  la misma actividad y  la misma naturaleza que la encontrada en 

otras especies de esta familia. 

Por otro  lado, Negrete y col. En el 2000, no observaron actividad proteolítica 

por parte de proteasas en MVs de A. pleuropneumoniae, así como también (tampoco) 

por Ramon y col. en el 2006 en MVs de Haemophilus paragallinarum. Sin embargo, en 

ambos  trabajos  la  presencia  de  proteasas  se  puso  en  evidencia  por  métodos 

inmunológicos,  al  emplear  un  anticuerpo  dirigido  contra  las  proteasas  de  A. 

pleuropneumoniae  indicando  que  las  proteasas  estaban  presentes,  pero  no  se 

encontraban activas.  

 Posteriormente,  en  el  presente  trabajo,  decidimos  utilizar  diferentes 

substratos del hospedero, como hemoglobina bovina y lactoferrina bovina en su forma 

apo y holo, para poder establecer  si el SN y  las MVs contenían diferentes proteasas 

capaces de degradar estos substratos.  

Usando SN de M. haemolytica A2, en el caso de  los geles copolimerizados con 

hemoglobina se encontraron proteasas con pesos moleculares de 80, 104 y mayor que 

250 kDa (Fig. 12), siendo consistentes a pH 7 y a 37°C. (Fig. 12 y 13) y correspondiendo 

de  igual forma a proteasas neutras. Usando como control estas proteasas contenidas 

en  el  SN,  se  corrió  un  gel  con MVs, observándose de  igual  forma degradación,  con 

bandas de 60  y 160  kDa. Posiblemente  la banda de 104  kDa pueda  coincidir  con  la 

principal exotoxina secretada hacia el medio ya que al momento de translocarse por la 

membrana externa pueda sufrir un proceso que active a esta toxina y tenga un efecto 

sobre dicho  substrato. Kadurugamuwa y col. en 1997,  señalan que hay enzimas que 

una vez que translocan la membrana plasmática y llegan al periplasma, se encuentran 

en un estado de pro‐enzima, por  lo que carecen de actividad. Podría ser el caso para 

esa proteasa que se observa en SN pero no en MVs.  

A.  pleuropneumoniae  secreta  proteasas  que  degradan  hemoglobina  porcina, 

una de las bandas de degradación tiene un peso molecular aproximado de 105 kDa, 87 

muy parecida a una de las bandas de degradación observada en estos resultados. 
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  Para el caso de  los geles copolimerizados con apolactoferrina, se observó una 

proteasa de 250 kDa y otra mayor que ese peso (Fig. 16 y 17), al usar una muestra de 

MVs, se puede apreciar que persiste esta proteasa pero se expresa otras con un peso 

de  110  kDa(Fig.  18).  Algo  parecido  se  observó  al  utilizar  a  hololactoferrina  como 

substrato, ya que se notaron proteasas con pesos de 104 y otra mayor que 250 kDa en 

SN  (Fig. 19 y 20), comparado con MVs denotando proteasas de 60, 70 120 y otra de 

igual forma mayor que 250 kDa. (Fig. 21)  

La  proteasa  de  104  kDa  podría  ser  la  misma  que  degrada  hemoglobina, 

mencionada  anteriormente,  de  igual  forma  la  de  250  kDa  podría  corresponder  a  la 

neuraminidasa  que  oscila  entre  ese  peso,  teniendo múltiples  actividades  como  se 

mencionó anteriormente.  

Al demostrar que   M. haemolytica A2 produce MVs que acarrean proteasas y 

que también es capaz de secretarlas, se procedió a establecer de qué tipo son dichas 

enzimas. Para ello, se utilizaron diferentes inhibidores de proteasas, obteniendo como 

resultado que las MVs contienen dos tipos de proteasas, las de alto peso molecular, se 

inhibieron con PHMB, estableciendo que pertenecen a  la familia de cisteín‐proteasas. 

Por  otro  lado  las  bandas  de  bajo  peso  molecular  se  inhibieron  con  EGTA, 

correspondiendo estas últimas a metalo‐proteasas.  

Estos hallazgos son de gran  importancia, ya que  los substratos usados en este 

trabajo  son  componentes  vitales  del  hospedero.  Por  lo  tanto  M.  haemolytica  A2 

secreta proteasas en MVs al medio extracelular,  lo que hace posible que  la bacteria 

evada el sistema inmune innato, para colonizar y causar enfermedad. De esta manera 

se esclarece aún más la patogenia de la enfermedad.  

Se  ha  descrito  la  presencia  de  una  gran  cantidad  de  factores  de  virulencia 

enzimáticos  que  incluyen  proteasas,  fosfolipasa  C,  péptidoglicano‐hidrolasas  y  pro‐

elastasa  en  el  interior  de MVs  liberadas  por  P.  aeruginosa,  crecida  sin  condiciones 

estresantes.  124  Así  como  también  Li  y  col.  en  1998  identificaron  péptidoglicano‐

hidrolasas en MVs liberadas por diferentes bacterias, las cuales fueron capaces de lisar 

otras  bacterias,  tanto  Gram‐positivas  como  Gram‐negativas.  Estos  investigadores 



 

72 

 

propusieron que las enzimas presentes en las MVs podrían ayudarles a estas bacterias 

a obtener nutrientes e  incrementar el espacio disponible,  facilitando su colonización. 

127  

Destacando  de  nuevo  este  estudio,  nuestro  grupo  de  investigación  describió 

que A. pleuropneumoniae secreta proteasas que están implicadas en la patogénesis de 

la  pleuroneumonía  contagiosa  porcina.  Estas  proteasas  degradan  IgA,  IgG,  y 

hemoglobina porcinas. 87 También se ha purificado y caracterizado una metaloproteasa 

de 200‐kDa, que es un antígeno común en todos los serotipos. Esta proteasa se pudo 

observar en MVs de esta bacteria y alrededor de ella. 129  

Cabe señalar que este trabajo, es el primer reporte de M. haemolytica A2 que 

libera proteasas capaces de degradar  lactoferrina bovina,  las cuales son secretadas al 

medio extracelular en el SN de cultivo así como también arrastradas en MVs. Por otro 

lado es  importante destacar que este estudio contribuye a enriquecer  la  información 

del contenido antigénico que arrastran las MVs de esta bacteria al ser utilizadas como 

un biológico vacunal prometedor en estudio.       
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IX. CONCLUSIONES 

 

 Se encontraron proteasas de secreción acarreadas en MVs de M. haemolytica 

A2 observándose actividad a  los pesos de 35, 54, 60, 76, 80, 160, 200 y una 

mayor que 250 kDa. También se demostró que estas proteasas son capaces de 

degradar hemoglobina y lactoferrina en su forma apo y holo. 

 Se caracterizaron proteasas de secreción contenidas en MVs de M. haemolytica 

A2 estableciendo que las de alto peso molecular pertenecen a la familia de las 

cisteín‐proteasas neutras  y  las de  bajo peso molecular  son metalo‐proteasas 

neutras. 

 La optima producción de dichas proteasas in vitro de M. haemolytica A2 es a las 

24 hrs. de incubación a 37° C. 

 Se obtuvieron MVs de M. haemolytica A2 secretadas al medio extracelular, de 

50‐200 nm de diámetro. 

 Las principales proteínas comunes presentes en  las proteínas precipitadas del 

SN a a partir de células completas y MVs de M. haemolytica A2 son  las de 60 

(posible adhesina) y 104 kDa (posible LKT). 
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