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RESUMEN 

El efecto de las neumonías en animales domésticos es de suma importancia, ya que afecta 

directamente el proceso productivo de las explotaciones comerciales. Estudios reallzados en México, 

destacan la importancia de las neumonías en becerros, ya que la Incidencia y prevalencia alcanzan hasta 

un 24 º/o en la etapa de lactancia. Man11hein1ia (Pasteurella) haemolytica es el agente que comúnmente 

se asocia a problemas neumónicos de rumiantes. La cual produce una pleurobronconeumonía fibrinosa 

severa. M. haemolytica expresa diferentes antígenos en distintas condiciones de crecimiento, de manera 

que la presencia de éstos podría estar alterada tanto en modelos in vitro como in vivo. Cada uno de 

éstos antígenos podría contribuir a la patogenia de la enfermedad e inducir una respuesta· Inmune 

especifica por parte del individuo. El objetivo del presente trabajo fue determinar la respuesta de 

anticuerpos contra algunos antígenos de M. haemolytica, tales como LKT (leucotoxina) y PME (proteínas 

de membrana externa), mediante la técnica de inmunoelectrotransferencia y ensayo visual simple, en 

corderos clínicamente enfermos de neumonía, en recuperados, clínicamente sanos y animales desafiados 

experimentalmente. Se recuperó un total de 15S sueros de diferentes zonas geográficas del país, así 

como SG sueros de los animales desafiados. Para la determinación de anticuerpos-antlLKT, se llevó a 

cabo un ensayo simple visual, de donde se obtuvieron los títulos promedio de los dlfe~~ntes grupos 

evaluados. Los títulos de anticuerpos-antiLKT mostraron un respuesta inmune humoral especifica tanto 

en condiciones de campo como experimentales, desarrollándose títulos altos en aquellas situaciones más 

activas de la enfermedad. Se obtuvieron las fracciones celulares de M. /1aemolytica por sonlcado y 

ult~acentrifugación. Posteriormente se realizó SDS-PAGE para la separación .de las PME, posteriormente 

se hicieron inn1unoelectrotransferencias de las fracciones de_ membrana e~terna, enfrentándolas con los 

sueros de los animales muestreados en campo y d.esafiados experimentalmente. De las PME se 

seleccionaron ocho proteínas que se reconocieron con mayor. frecuencia por el suero de los animales 

muestreados en campo y desafiados en el laboratorio. Dlc~a evaluación muestra relación significativa en 

el reconocimiento de las proteínas 1 (94kDa), 7 (35kDa) ·y· .. •8(27kDa) en las diferentes regiones 

muestreadas. Lo cual indica que al menos .una· de ;¡¿jea reglones podría estar influyendo de manera . .. . ·- . 

directa en el reconocimiento de dichas proteínas:.'. Los dif~r.entes grupos y muestreos, también revelaron 

importante significancia en el reconocimiento d~ las prÓteini3si 1(94kDa), 2(88kDa), 5(53kDa), 6 ( 45 

kDa), 7(35kDa) y 8(27kDa). La fiebre que desarrollaron algunos Individuos está significativamente 

relacionada con las proteína antes mencionadas además de la 4 (63kDa) y 6(45kDa). Los animales en 

condiciones experimentales reconocieron a otras proteínas adicionales de variables pesos moleculares 

diferentes a las ocho seleccionadas. Por lo tanto concluimos de manera general, que la respuesta 

inmune a los diferentes antígenos que expresa M. haemolytica tanto en condiciones de campo, como 

experimentales, demuestra ser especifica a los antígenos evaluados en éste proyecto. 

Palabras.claves: Mannheirnia haerna/ytica, neumonía, corderos. 



ABSTRACT 

The effect of pneumonias is quite relevant on domestic animals, mostly because interferes with 

animal productivity in comercial farms. Studies conducted in Mexico revealed the relevance of 

pneumonias in calves with a prevalence up 24°/o. Mannheimia (Pasteurella) haemolytica is a 

common agent associated to pneumonias in rumiant, producing a sever fibrinous pleuropneumonia. 

M. haemolytica show different antigens under different growth condition, therefore the presence of 

these antigens can be .. alter~Í:I uder in. vitro or in vivo m~dels. Each ene of these antigens could also 

contribute to the dev~lé>pme~t 6r the cÍÍseas~ arid induce a specific immune response by the host. 

The objetive of this·st~dy ,:.,as to determine the antibody response against sorne M. haemolytica 

antigens through immu~cielectrot~ansfererié.~' ¡,;:~~ th~ simple visual assy, against the leucotoxin and 

outer membrane proteins in lambs either'clinicáí. siék .with pneumonia, pneumonia recovered lambs, 

clinical healthy lambs and lambs éxperimentálÍy:challenged with M. haemolytica. A total of 155 

ovine sera from different geogr~phicals. regiorÍ~ of Mexico and 56 sera from challenged animals 

were recovered fer the study. Cellular fra¿tÍ~~s i;;f M. haemolytica were obtained through sonication 

and ultracentrifugation and' SDS-PAGE. "'."ªs done fer the separation of the OMP. Later an 

immunoelstrotransference of .the o"uter membrane fractions was doneagainst the sera from lambs 

sampled in the field or experirnentally challenged. Fer the determination of antileukotoxin 

antibodies, a simple vis~al assay 'i."a~c"done, obtaining the average titers of the different lamb 

groups. From the OMP· 8 p~otei~s .were sele~ted which were more frequently recognized by the 

lam"bs sera. These were.l'(~~kD'a_), 2 (88 kDa), 5 (53 kDa), 7 (35 kDa) and 8 (27 kDa). It was also 

observed that in differe.~t geographi~al regions there is. a consistent recognition of proteins 1 

(94kDa), 7 (35 í<h~.{~~d ;8 (27 kDá). The different groups and samplings, also revealedan 

important significanC::e in the 'recognition of proteins: 1 (94kDa), 2 (88kDa), 5 (53kDa), 6 (45kDa), 7 

(35kDa) and 8 (27kDa)/The. fever that significantly is developed sorne individuals is releted to the 

protein before mentÍoned ·in addition to the 4 (63kDa) and 6 (45kDa). Lambs in experimental 

conditions recognized a· new variety of proteins with different molecular weights, different to the 8 

previously selected proteins. We conclude that the immune response to different antigens which 

shows M. haemolytica either in field or in experimental conditions, is specific to the antigens 

evaluated in this study. 

Key words: Mannhairnia haen1olytica, pneumonia, lambs. 
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l. INTRODUCCIÓN 

I.1 Antecedentes. 

El impacto de las neumonías en animales domésticos es de suma importancia, ya que afecta 

directamente al proceso productivo de -las - expl;,tacion.es comerciales .. incidiendo de manera 

importante en la economía· del: product6r,: a~í: c6mo del e país. ·· .Estudicis r~alizados en México, 

destacan la importancia . d.e •. las·, net'.illl-6nías •.• en . b~cerrc;s/ ya : ql.Íe clínicamente la incidencia y 

prevalencia alcanzan hasta un. 24% en I; etapa el~. la-cti;,~ia, 1 Ot~os- fSti:,dios sobre mortalidad de 

::E:::::~~l~:1:~:2t2;t~f jiif ~f~~r~~~~r~~:ff-:=:~=: ~~~ó::a:·: 
Los datos. sob.re prevale<]Cia. de! neurriomas \vancin ~s~gun;el• pa1sode ·pr~cedencia, tipos de 

[~;;:~·: ::;º::l~;,~~~~f (~\~iíl,4~!~l'f~1!!1=E::~: 
' ·. --~.·, :':·;:~ ::·;~~-{> .. /!_·:''. '''+ -·-' • :;': -; __ :'·, ~ -(,>:··_·'.:, -·.: ·e 

La pasteure16~i~ ~~¡;'riiónica· bovina fue d~~O::l"ita por primer~ vez en los Estados Unidos en 

1915 y en el R~i~o u.nidb e~ 192s.5 La ~orbilidad que bcasion~ la past2urelosis neumónica bovina 

en el ganado-~ un p-roblem~ deSarl~nt.,; y persistente. En Estados Unidos, las pérdidas asociadas a 

la industria de' la ·producción de carne, son de aproximadamente 800 millones de dólares anuales. 

Los veterinarios no han podido controlar ni prevenir totalmente esta enfermedad, debido a que no 

se ha logrado entender completamente su patogenia.• 

Esta enfermedad, es multifactorial e involucra una combinación de estrés, factores 

ambientales y agentes infecciosos. La etiología, epidemiología y lesiones, han sido bien estudiadas 

y es generalmente aceptado que Mannheimia {Pasteurella} haemolyticó es el principal agente de la 

pleuroneumonía fibrinosa severa.7
•
8 

Algunas investigaciones se han avocado a entender detalladcmente la patogenia de la 

interacción, entre la respuesta del hospedador y M. haemo/ytica en e. aparato respiratorio de los 

rumiantes.'.'. 



I.2 Mannheimia (Pasteurella) haemolytica. 

Ésta es una bacteria gram: negativa; de forma cocobacilar (1 a 3iim de diámetro), inmóvil, 

encapsulada,. oxidá~a ·po~iti,;a;)rld~I 11~gátiva, ·aerobia y· anaerobia facultativa; fermenta glucosa y 

otros carbohidratos, produC:iencio·:~Cicio··pero no gas, es negativa a las pruebas de rojo de metilo, 

gelatinasa, Voges ~rÓs~a.uer.~;.'Crece en agar Me Conkey, en medios enriquecidos como agar 
-., ';• .. .:·,'7-••.. -.·,.;1.·-·-" 

chocolate y agar sangre.prodüC:iE!l"ldo fl-hemólisis y formando colonias de color blanco grisáceo. La 

presencia de cápsu'1a;--'~·c"ci~· ~rop'iedades de superficie antifagocíticos, la hacen parcialmente 

resistente a la fagocitoii~~ 1~- ·· 

:.:~;';; ' .. ;;-.-,. 

La M. haem;i>"téi¡ •. es el. agente que comúnmente se asocia a problemas neumónicos de 

rumiantes." La prirnera···información del problema apareció en 1921, donde se aisló el germen de 

rumiantes, y en 1932 se' propuso el nombre de Pasteurella haemolytica. 12
•
13 El conjunto de cepas 

negativas a la treal~s·~ ele Pasteurella haemolytica, han sido recient~mente reclasificadas :a un 

nuevo género d'enominado Mannheimia. Este género consta de cinco especie.5 establ~cidas en 

cambios que se basaron, en una extensiva investigación utilizando la evaluación cuantil:ati,:,a de 

datos fenotípicos, rehibridización, electroforesis enzimática de multilocus, sec~~~ci~ció~ d~ 16Sr 

DNA e hibridación de DNA-DNA. M. haemolytica (incluye cepas de referencia de ios s'erotipos· 1; 2, 

5-9, 12-14 y 16 en su mayoría sercitipo A siendo todos L-arabinosa negativos) .. Solo fue-~óli.cepas 
aisladas de rumiantes las que mostraron afiliación genética a M. haemo!Ytica y J~.glucoslda que 

incluye al serotipo All. Esta especie es fenotípicamente heterogenea, ~Únque t()das .1~~ -~e-pas 
mostraron actividad a la J3-glucosidasa. La mayoría de las cepas, 'se ajslarorÍ de cavid~d na.sal :cie 

borrego e icluso algunas cepas se recuperaron de animales c~n 11eumo~·ía o en :CJtra's·co.ndÍciones 

de enfermedad. M. gr~nulomatis aislada de ganado bovino y .. espe~ies:lepórid·~·~;· 85~a ~pecie ha 
. . . . - ·- -· .. , . ·- •' - -· ---.·,,.•,. 

sido asociada coll neumonía y conjuntivitis purulenta eni lepórido~ y con granulonias en piel, así 

::3:::i:i:~~itai~~t'SJ;a,~1;1~i~~~;gf ~~,~t~~:f:~:.;?: ~~: <::::::: 
con sepsis, neümoñía y, otros estados de enfermeda.d; .... : : 

' - ·.:,:·.~-,~,.·;~-->-••,"'.;_;;,·'·' '~.·v • ' ·-.~~,."?/''" .• '. :.<;·'"" ,"·', .··.··' 
. ··~' 

De M. haein~'-¡'j;;~'/;,ki.~ h~n ~econoC:Íci~:~:p~r> liemaglutinación indirecta, 17 serotipos de 

acuerdo a antfQen6s :'~~'psülares ~olubl-~s)~.tE;:·B;t~s: antígenos son básicamente polisacáridos y 

lipopolisacáridos. eón. ~~pacidad antigénica alta. 12 Se han identificado también dos diferentes 

biotipos de M. haemoÍytica de acuerdo a diferencias en la fermentación de azúcares. 17 Los serotipos 
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1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12,·13, 14, 16 Y.17 corresponden al biotipo A que fermenta principalrnete 

arabinosa y los cuales están asociádos a producir neumonía, mientras que el biotipo T fermenta a 

la trealosa e incluye~ los s~rotipos·3, 4, 10 y 15, causantes de septicelllia. 18 

El •serotiJ)6.'Ai':~.~~I ¡ás comúnmente aislado de caso~ clínicos de· pa~teur~l~~i~_.neulllónica 
bovina.: En ·.()yi~()s,Ei1i~ef'.6tfpd más importante a nivel de mucosa respiratoria es eÍ A2; sin e~bargo, 
se han ;e~?n~¿id.;'i~~~l.'7;s~rotipos como patógenos y representan el 90% de los ~i~l~-~ientos. El 

otro lo~/~ p~~.:{;~1;~¿~ ~c)'rnº nb tipifica ble y se duda de su patogenicidad. 19 Los estudicís'~~ánzados 
en Méxl~o ~~·rhf~i;'.ici~tr~do la mayor importancia de los serotipos Al, A2, AS y A9 en ~d,'.é!~r.;s y los 

serotip.;s ~,l'Y fl ~;:;:bovinos; 20 . . .. 

Algun'6~;serotip'os de M. haemolytica forman parte de la rnicrobiota norllla1 de 'i'a cavidad 

nasofarlngea d~· lo~ rumiantes, pero bajo sit~aciones que alteran los rnecanisrn6~ :d'e defensa 

pulmonar del hospedador logran establecerse en el aparato respiratorio bajo y caus~r d~ño altej.ido 

pulmonar. En la· presentación de la enfermedad intervienen diversos factores· preélispo,.;entes, que 

son determinantes en el desarrollo de la enfermedad, por ejemplo, las condi~Íon~''árnbi~ntales 
: .. ' . ·•"' ,. 

adversas y la mala alimentación de los animales pueden favorecer al cornpiejo. r~pirn.torio. 21 

También se ha demostrado la participación de agentes primarios de tipo viral como ,adenovirus, 

virus respiratorio sincicial y parainnuenza 3, capaces de iniciar la enferrr>edad; 22
•
23 

I.3 Patogenia de la Pasteurelosis Neumónica. 

A pesar de numerosos estudios, hace falta aún estudiar más acerca de la fisiopatología 

multifactorial de la pasteurelosis neurnó.nica, también conocida corno complejo neumónico en los 

ovinos y de los eventos que conducen al. estado final de la enfermedad clínica. 2
• 

El tracto respiratorio superior esta ~~puesto,'. al .aire del medio ambiente (frío, humedad, 

amoniaco y numerosos agentes infeccioso;)_:::su';principál función es calentar y humedecer el aire 
: .•;, :' .''' :<.,·.':'.·,.~· ·\.'~ .--.~:,,,,-;'..:¡',:,.~.¡(C·,~.,;c;.:;·.':.'·-:;:"; .. 

antes de que éste, llegue al:'pulrrión'; Le;'~ estados' patológicos del tracto respiratorio alto (congestión 

y edema), reducen ~I int~~2#;¡'tii6 ·a~í ~~;:i;~ie'(/~cji¿) por el cual fü;ye el aire, ocasionando un 

incremento en la resistE;?~·cl~.cS'·Ad~';,,ás'icÍ~ 'prod.ucirs~ fluctuaciones en el medio ambiente que 

pueden alterar· la anató~i~ '· 0
de. 1~ ·-·~uc6~a.'~asal. La velocidad del aire se incrementa y los 

mecanismos que nc:irri;almeni:e remUe-ien ·patógenos aerógenos, así como también regulan la 



temperatura del aire y lo mantienen con cierta humedad, se ven alterados. M. haemolytica 

constituye una pequeña porción de la nora saprofita de la nasofaringe de ganado sano. Bajo ciertas 

circunstancias tanto del hospedador, como del medio ambiente, las bacterias colonizan el tracto 

respiratorio. El.eStrés del. transporte, partos e infecciones concurrentes respiratorias de tipo viral, 

pueden favorec~r-la colo~ización del tracto respiratorio y de esta manera contribuir al desarrollo de 

la enfermedad .. 25
•
27 

Además•.de··que las···enfermedades crónicas de las tonsilas por diferentes especies de 

Pasteurellá. pu.e~éii ~e~·.fÚ~nte importante de patógenos durante las condiciones que conducen a la 

forma clínica de l.a:. enfermed<id. 28 Cuando el hospedador se encuentra bajo situaciones de estres 

M. hae~diytfca•'p~6nf~r¡/y e5'·~1i-minada por las secreciones nasales en aerosoles; 29 la bacteria 

ingr~~ :e~ ié:ís\ni~ri:;C>:s; ai'·a~í;.;-.,ci1 ;~ano favoreciendo el movimiento de la bacteria a zonas más 

profund~s; ha~i~ e!'1á~b~l·~;o~,~~¡¿;{prblifei-ando rápidamente a nivel alveolar.30 

·-,· .·, .. ·~· ~'.~:~~· .. ·:::-;;:· .:~-~·~· 

La neumonía· · C:ausacici- • :,por · · M. haemolytica, se caracteriza por ser una 

pleurobronconeumonía fibrinosa's~~e~~:";sin~ITlbargo, se ha logrado aislar éste agente de cuadros 

neumónicos que varían. en ·c:Ja~ta·¡'¿¡~;·5~}se~e'ridad,. dÍstribución y mÓrfopatología. Se pueden 

encontrar desde neumonías ~U.P,~~~.~~~,~~Aif?.~~-1~·~'.ii;~~f~~i~·.~asta c:uadros donde existen lesiones 
vasculares con trombosis y hemoiragias;•:en:los;que:adicionalmente los macrófagos se transforman 

y su núcleo se alarga, con asile~t:¿•ci€i~:~~6:~~~~~~~~·~\~~º~9;~~~n fo~mando ondas y remolinos. 

Es posible que los diversos ~u~ci~d~I~~·~';;'~'6'.~~~¡¿;·~~d~~ por cepas con propiedades patogénicas 

d·,~erentes. 31 .: _ .. : ;.•,·,·.;., - .,:· ;:;•\:f.r.'.~. ;" .. . . . · 
I' '. ~' :7".:~ .. ,, ~¡{:~-·; ~ .-.. -

·d, ':::~:- -~~---. .-••.. ··.·i ••... ~:·;·c'~ · 
.·,.'L?,~·· - . 

Las especies de Mannlieimia · ~~-;den'~p-~~a·r una gran cantidad de potentes antígenos de 

superficie incluyendo ÍipopoÚs~2áridti~(L•~s)';\"prÓteínas de membrana externa (PME), proteínas 

reguladas por hierro (PMH)/fl;,:;b~i;~c-").-''p;;Íi~a~áridos capsulares. Estas bacterias secretan una 

citolisina específica para leucocitos ·denominada leucotoxina. La expresión de los diferentes 

antígenos ocurre en distintas condiciones de crecimiento. Esto aumenta la posibilidad de que la 

expresión de antígenos puede estar alterada in vivo y contribuir a la patogénesis de la enfermedad. 

Cada uno de estos antígenos probablemente contribuye a la enfermedad clínica, en combinación 

con las secreciones y componentes celulares que favorecen la presentación característica de la 

enfermedad así como los cambios histopatológicos asociados al proceso. Dos mecanismos 

importantes en la inmunidad de los bovinos hacia M. haemolytica, estan mediados por el 

complemento, la opzonización de la bacteria y la fagocitosis por neutrófilos. 2
·
1 



La neumonía aguda intersticial y exudativa, es considerada la más representativa del 

complejo respiratorio bovino, cabe· mencionar que ·también se hace referencia a ella como 

pleurobronconeumonía fibrinopurulen,ta,éef! .ia ,clasificación anatomopatológica. Lo anterior se debe 

a que su respuesta inflamatoria:exüdativá,es·:·J)~edominantemente de tipo fibrinosa. Este exudado 

cubre Ja pleura de las regiones cr'aríeovel1trale5.deJ~pulmón; además, también existe una patente 

consolidación en estas zonas. La l~sióll'''es'po/'íó.general asimétrica y se presenta un daño más 

considerable en el pulmón de~ecti'8. c'~r,;·(;~;;";'é'n'~~ ~e lnvÓlucran los lóbulos craneales y cardiacos de 

ambos lados del pulmon, el ~Ú)b·¿·lo~~~¿~5Ci~í~·~/i~~P~~e ·adyacente del diafragmático del pulmón 

derecho. Eventualmente, cuan°dÓ·~la :''1JsiÓf1 ''~a e\;oJucicinado por algún tiempo, se aprecian 

adherencias de fibrina entr~ la·: pÍe.ura. p~'rietál y ¡'a· visceral. Las secuelas más comunes son 

secuestros abscedados dé'las.zonás.más·dañadas. 24 

Microscópic~mente:seóbse,._;~ una severa ple~ritis. fibrinosa :o,:fibrinopurüÍenta. Los vasos 

linfáticos. de los'septosi~t~;lobÚIÍIÍares muestran trombos de' fÍbrÍ~·a:~,La~··t,,~óri~'¿·¡¿;s"$~bn:inq~iolos 
mayores lucen riecroSi~ y descamación del epiteÍio y ocasionalme~t1~}li~; ~:i'i'd~:ci&·fi¡)',;¡'~~'~urulerito. 
Los septos aÍveolares' pÚe~en engrosados y hemorrágicos; a~imi~md;'c;~·~f'a¡;';~(!i'~'J~ria i~fiÍtración 
severa de·Íeu~o~itos p61inioñonucleares (neutrófilos), tanto en septb~;:~~;;.;~J)a';tf~{p~ó'do en la 

exudaciÓ·ri.'.a'.l,a, 16z/alveciJar. En zonas de daño severo la cons.olidadón'y la·.:·neér'osis no permiten 

disti.nguk. la 'arquitectura alveolar. Estas zonas de intenso daño se encuentran parcialmente 

dema.ré:adas · por·':~élulas necróticas arremolinadas. En estas zonas pueden también apreciarse 

. vasculitis .Y .·t~C:Írnbosis de algunas pequeñas venas. En otras áreas, con menos daño, se puede 

reconocer ~edern~~ ·fibrina, macrófagos activos y neutrófilos en la luz de los alveolos, además, 

pueden identificarse solónias bacterianas. ,,. 

. como s~ ~~ viitc:> •. las bacterias son en si las principales responsables del daño pulmonar, sin 

:;;;~~:=;~~~t!ri~~~~7~Ji2;1~~~~,$J;~~==~~~ '~::~::·::::::·::::~ 
resultá:c6mp~tible'í:Ón ÍnfecC:iories;por~A~el1o~i~lls.AciJmás, en esto!; casos también se aprecia a 

:ii~=11c::.eo:~;a:;t¡/~~~~if J-~~i~~f~jg~~~.~~:~i~lior::~a~;~~óf=i~:~~i; J::~~: s: l:~r~:n::i~: 
Parainfl~enz~/ LÓs aije'~~~ viral~ ~~~6''e1 vi~i'.í~ -de la rinotraqueitis infecciosa bovina (herpesvirus 

1), parainfluenza~3 y el 'viri:Ís respi~atCJ~ib sinÍ:ici~I bovino, además de causar un efecto citopático 
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directo en el aparato respiratorio, reducuen la remoción bacteriana y la capacidad fagocítica del 

macrófag.o alveolar. con lo cual se facilita la colonización pulmonar por Mannheimia. 32"'
4 

Interacción Virus-bacteria. 

se sabeque el macrófago alveolar juega el papel. másimp~rtant~ en la de~ensa del pulmón 

contra infecciones bacterianas, por· 10 que en algunos. estudlo,s. s.e d~terminó que la proliferación 

bacteriana en el pulmón, se debe a anormalidades en· 1á ingestióll'·e iriáctivación intracelular de 

bacterias por parte. de.1 macrófago alveolar. Por ejempl.;:'_se::sabe·· C:{ue macrófagos alveolares 

infectados con virus rnuestran disminución de receptores:en'.~ú·~~:,;,brana celular para la porción 

Fe de IgG, IgM así como para la porción C3b del co;.,,~1~i;;:~g:f65:0~~~· lo cual no pueden utilizar 

eficientemente a estas opsoninas. Sin embargo, se ~abe.··~·~~t~'+q·~¡(;;;~tadisfunción temporal del 

macrófago aÍveolar, no se debe exclusivamente a ;·1a'. i~r~~~iÓ~V~i·~~i):. Éstudios con anticuerpos . ~. :-..; . ' •, .. . . . , 

fluorescentes indicaron que el antígeno viral se localiza ;é.~·i.<§!1/á~,b?Úrespiratorio en las estapas 

agudas de la infección viral, para después situarse ell;165;:'ní,;C:iórá'9'cl~'.a1veolares. Esto se debe a 
.- . .·· , - . '.' ' , ~ ·~ ,,:;· •. ,·· ,_. , . , .. 

que los macrófagos alveolares fago!=itan restos de cé1uiás'epit~l
0

Íále(éo'ntaminádas con virus con lo 

cual pueden infectarse. 35 

Aspectos Inmunológicos. 

·" (~. ~·- - . .:'.-
La respuesta inmune del bovino contra esta· baci:eria•ése .. lleva a cabo mediante los 

mecanismoscle inmunidad celular y a travéS de la fn.;.;'í.illic:fa~cÍ hu'n'i;Jí-~1:·con respecto a la primera, 

los linfocitos T, . pueden ser directamente tó~i,co~·;a/1á'F¡;~¿Í:~ria} o ~Ínci-~mentar la destrucción 

intracelular de. bacterias por medio cíe la acti,;acÍó~:de:~a~'iófá~.;s·:illcl~~ida por citocinas. Por otro 

lado, se encuentra la acción protectora de)a''Ig~'c¡~~·iri'~i'b;;;'1~~¿;:,j¿~i~~~ión bacteriana en la mucosa 

respirat~ria. En la pasteurelosis• la inhlbiciÓ·~.·~~:Í~}~~¡¡:j~i~~c:f¿·~·d~Í aparato respiratorio superior 

mediante la acción.de la IgA, no ha sicfb.~tlid\'~ci~~6~:·~1'éd~t'.~i11-~requerido. 36 

- - .. _.,,.,.·~'" ;-·"":.~?,.~:-."'-';f::~·::!":·~ _, 

Otro mecanismo inmun°clÓgico'de pr6t~c~iÓ~~6r'ltra M. haemo/ytica es la opsonización de la 

bacter.ia por aptiC:~erp6s e¡P~S¡fi¿os ci~í;'s1Je;6 ~Y d~ las. sec~eciones respiratorias como IgG e IgM, 

que facilitan el proceso•'cie fagocitosis:·por ios·macrófagos alveolares y los neutrófilos. Otra forma 
,, ·-··· - ·.:.· .· . . ' ' 

importante de destruééiisn ·de esta bacteria, es mediante la acción directa del complemento. 36 
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Es de gran importancia la neutralización de la leucotoxina de M. haemolytica mediante 

anticuerpos presentes. en ·el' suero o ~n las .. secreciC>n'e5 broncoalveolares. Esto se debe a que la 

leucotoxina destruyealos~le~cocifos0de lo~;¡:urr;iá.ntes ~ 'por,·6;C>,sie1 hospedador cuenta con 

anticuerpos antileucotoxiíiá, i:í'uecler~p€!~cÜti~en;.uii'a~;,:i.;y.6;~esi;teri~ia pui.,.;C>nar a la infección. 37 

;· "..•·_.=:.~,~~· ' ., ,, -.-..;; ·.", ··:' - . • .•. ;:_, ', .. ,_ , ~:, ,. ' -.• ,,c,_j),'·'- :~:\~-~-:.'· ~ .. ;.;:,·::'.:~, -~- :;' -- ',·.:~~;~(:'<:\-.~:\-~~·;:..~1 ~ ~-;;;.:5'\-~:·::;{~,~~)::. ~~«'--;.~ -~ ... , -~. --· ·,· ·-- ,~,.: ~ -, ~ -"< ~ .. 

::::::.~fJ~~~~J[j~~~t~ilil~~~~:~:~;::::~:. 
cual las bacterias entren en· interacción cc)n ~I tíóspédadory.expongan sus componentes y ocurra la 

respuesta al h6spedadbr; ~i~ó~:~f.~,"f;{~,i~·~s~ •• ~l1~f.·u:7~i~.-'~.f::~~ictC>s tóxicos de oxígeno.
38 

Estudios con Pasteure/la multocida ·en pavos,_'derl\<:)s't~a~~h C<J.mb_ios moleculares que ocurren 

cuando esta bacteria crece en el hospedador. Heddlestcir{y, Rebers en 1972, demostraron que una 

bacterina preparada con células de P. multoclda rl'!c~pera'ifa::d~ '!i~n~re de pavo los protegía de 

desafíos heterólogos. Esto indica que los antígenos expre~~do's. '~k estas células se encontraban 

ausentes en los crecimientos celulares en el laboratorio. ·"' 

II. FACTORES DE PATOGENICIDAD. 

II.1. Leucotoxina. 

La N. haemolytica, produce una gran cantidad de factores de virulencia que son capaces de 

evadir los mecanismos de defensa del hospedador. A~nq~e todC>s ·eilos juegan un papel importante . _, : . . - .- . . .. - ' . . -~ 

en la patogénesis de la enfermedad, solo, une) d~~ ell_os/.la_ leucóto~i_n_iJ''(L19°) es extracelular y es 

probablemente el factor de virulencia más. i.'npori:ár1i:é/ Esta' cor\C:1úsión es sustentada por los 

:::~: ;::·::::;:~i;~ri~~il~~t~i~~r~~~~;::::~:::~:~:-:~ 
su produccion de LKT·pero;no de otros·•ractores'de::virulen·cia·;.,.~t?,,:~'.: 

..... ·· '·:~~~~íif:~i~~~-~k,'~~~;,':·~]-~~ <¡;Jg{fDtti2ft:;i'M·'' 
Esta leucotoxinajes';i.ma~prºteí11a;'de.f104.,ko~·sint.etizada y excretada por M. haemolytica 

durante su fas~~~/cr~~ji;,'j~~t6.1~~~rft~i¿~_-i§i~'~i~~·¡~~¿~to~ina es un miembro de la familia de las 

toxinas RTX. 43 L;;·a-éti~ld~d·~it:~iÍti~~ d·~ r~i ~~'xÍn~~ RTx es dependiente de calcio. 4
·•.-•

5
•
46 Las toxinas 
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RTX lisan células blanco mediante la -formación transmembranal de poros:17
•
48

•'" Muchas toxinas 

RTX; incluyendo .la _LKT de M. haemolytica, son .también ·potentes estimuladores de leucocitos 

cuando __ están~ presentes-_ en bajas - concentraC:iones,.~ induciendo la expresión de citocinas 

proinflamatorias, q;_,e favorecen_ la severidad·c:l~~ias le;siÓnes;-,tal es el caso del leucotrieno 84 

~~=;~~·l_l~-~~~-~J:~:o~~P;.21n::j;~li~~f~J.~t~~~1W.~i;:~:s~~~8cocitos polimorfonucleares en el 

··•';;-f:: ,..., .. _..' ·-,:-·::···-,«~'.·,·::~.":-' '''.'.;:·c».~,~·:;:.J:·-:.;·:·"'" 

. Lcis genesique sé E;,(presa'n par¡;il,a'síntesis deJa ._ leucotoxina se encuentran concentrados en 

un operón; ESt~ ~~~rÓn é:~orn6só1Tiico
0

.lkf2ÁB'6;{~tlli:Z~ u~ patrón de síntesis y secreción de LktA 

parecido a íá ;c:..:lle~olisina· (H_ly) de, .E..'.coÍ;:'\.6s".c'ilatro genes lktC, lktA, lktB y lktD, codifican 

pr;teínas di io'. kD, 1 o2 kD, so kh }/s's· ~i)·~~~e~tiva~ente. También ha sido demostrado que la 

HlyB y la Hly[>,c~~~cie"n á~;)plarse á i~'•iiet;~dÓ~~~~\'.'ktA,~cuando la leucotoxina es expresada en E. 

coli. Ademá~; 1ci'\ .. ki:A puede seí-_ áci:i~áclá Pº":'.Í~ ~í~t: ~f' E. co/i sin alterar la actividad específica a 

las células ·blánéo de 1a LktA. 5ci- 5s ·_ --- . '•'<" :yp _ :- . _ 
-,_ t:/ -~ ... - ._;~:: .. :---~~ 

·-:, "'' :_- »"' :~·:;-'· • .. ,' ',:' .·'' - . ·-" ' - . . . . 

El gen lktA representa _el precúrsor iríaetivó;de~lá proteina~tóxica con la actividad de la 
' · , \; ,,.:o.'_,;:-¡;·_,"<·):)z.<::-.:.;·_:;.-¡ ·.ó.';:-•:;·-.::/~ff'/>:-' ·::: >'. ,¡,_,~::, . ,- :, ,'' - :·' : ' · 

leucotoxina madura, la LktC es una proteína·citoplasmá_tica:d.e:1~2 KD, la cual _es requerida para la 

activación postranslacional de la lktA _a la for;;,~~-ádÍvioi'tci~';i·a;l¡;üt6toxina. Las· proteínas que se 

::~::~=1~ 1:~~~ª1a1:~co~~:~a~e5:~kD) Y la· 1kff C:L~t'.~~·,~~\s~~ª~~~s6~,~~~~ialés para la secreción 

·. -.:. '· ·:>::~- :\~-;S:.-; __ -~~.~:"-·.·_ 
-··.:-.':r·• 

Esta leucotoxina (LktA), produce daño espédfi~C:í-erÍ•_l~ÚC:ocitos-de rumiantes,59-63 exhibiendo 

solo una leve actividad hemolítica contra eritr~dfo1:'e'~~tii"~~kide. La LktA parece jugar un papel 

importante en la patogénesis de la infección: pe:>~' ,.i1_:'f:~ti)'.h;;/;f:;ca:se presume que esta función es 

destruir leucocitos, principalmente macrófagó~:a'l~ebiQ;;:i:~D:~n '~1"sitio de infección, lo cual reduce la 

capacidad del hospedador de establec:'er Ún~::~¡;Jii;;t~::·¡;,~~~~~ eficiente, induciendo eventos de 

inflamación que desencadenan un severo ·d~ñ~· ai·bJ(,'.;;Ó·~;: E~ ·~dición a ésto, las enzimas liberadas 

por los leucocitos lisados en el tejido pulrTionar; torÍt~ibÜ~'eri -~ ía severa necrosis observada en las 

infecciones por M. haemolytica. La leucotoxina por si mlsma·, no es tóxica para el epitelio bronquial; 

la severidad de las lesiones en los septos alveolares depende en su mayor parte de la acumulación 

de leucocitos. 64 



Estudios previos han mostrado que la estirnulación a los neutrófilos de bovino por la 

leucotoxina resulta en una elevación de calcio intracelular .por infiujo de éste desde el medio, a 

través de canales _de entrada_ con carga. 53 _Hallazgos similares se -han descrito en neutrófilos de 

humano ¡,6; leuco~oxina de Actinobacillus actinomyceterncÓ:'miúms. • 3 
- .- . - , ... .'-----,-1-··.é-, ,,. _ _; 

El infiujo de calcio dentro de las célÚ_l~~:in~u~ehi): activación de fosfolipasa, liberación del 

factor activador de plaquetas y ácido 'áracjuldÓÍ'lic6 ·' c:on la _subsecuente formación de lípidos 

vasoactivos y qui~iotácticos; 2) activaCÍcSn"~:~I ~tái'fr(J~;-~eSpiratorio y degranulación; y 3) inducción 

de citocinas proinfiarnatorias corno la interle;u~ina::i ÓL1) y.el factor de necrosis tumoral (FNT). Si 

se diera un infiujo de calcio, la membrana d~ la é:éi'U1a; pierde su integridad corno resultado de la 

continua degradación de fosfolípidos. Exist~- e~iden-é:ia de que el infiujo de calcio permite la 

activación de la célula y posteriormente la muerte de la misma. 65 

Aunque estos estudios indican que la respuesta del calcio intracelular.a Ía leucotoxina podría 

ser un evento temprano durante la activacióí)_ de- l_eucocitos, los caminos precis6s -~-ue conducen a la 

respuesta del calcio intracelular no han sido clara,,:,ente· entendidos. 55•59•6º 
· ... , >: . ' .·. ::,<:.· : 

Las lesiones pulmonares causadas por infección de M. hae111olytica'se caracterizan también 

por un extenso infiltrado de neutrófilÓs -~exudación de fibrina en los co~duct<:ls .. a1~€!01ares. Además, 

M. haemolytica por si _sola _es S~Pª~ de prÓducir sustancias solubles'qÚ·~·;5<:Jn directamente 

qUirniotácticas para -leUé:ocitos 'cieiiovirÍos .. La quirniotáxis de neut~ófilos -así co;,,o su incapacidad . . .,.. . . .- .. ··· . "" . ' ' - . 

por détener la Infécción, sórÍ efecto' de la· acción de directa de la LKT, quien causa lisis de leucocitos 

y plaqUeta's. c~:~-posl~i~~ d~ ió~' n~utrófilos de bovino a bajas-concentraciones de LKT, estimula la 

liberaC:ióri'élé,'eicC)s'añÓides' é¡ÚimioÍ:ácticos, corno el_ leucotrieno s.-(LTB:,); Estudios previos reportan 

que la Li<T-irid¿ce''1a 'síntesis cÍe LTB. en neutrófilos de bovino, los cuales correlacionaron 

estrecharnénte·co_n el daño a _la membrana y la lisis celular. 66 

En adición a otros mediadores inflamatorios, se_{~~luy~~-productos liberados por leucocitos 

que pueden inducir la migración de leucocitos. E~tci~)?~;:P,rci<:ÍU~tos de la 5-lipoxigenasa del ácido 

araquidónico e incluyen _al LTB._ y _al ácidoS-hidroxlei,~~sa.tetraenoico, que son potentes agentes 

quirniotácticos. Se sabe que estos agentes 'inducé_rÍ-;el reclutamiento de células, además de 

exacerbar los eventos infiarnatoriOs en _las lesionésmicr6vasculares. 66 
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Los mecanismos inducidos por la leucotoxina, mediante los cuales se activan los leucocitos, 

no han sido totalmente determinados, 'pero es requerido un incremento en el calcio intracelular. Se 

han realizado estu,dios asociados' aL.fenóme,;o de apoptosis celular en relación a algunas bacterias 

patógenas quécinte~tar'i :utilizar I~ 'apoptosis como una arma más sobre las respuestas del 

hospepado;: R.e'C:i~-~tellle'fte, ,.;:.~~h6sinvesÜgado~es han descrito que ciertas toxinas RTX pueden 

inducir e_n la~'.¿éi~í~i'61a·n~Ó ·~~ proceso' de apoptosis. La habilidad de estas toxinas bacterianas, de 

inducir: a bajaS:~a·;..é:e[ii:[ació.11es'.ia''.~muerte celular de leucocitos, puede jugar un papel significativo 

en la i~icl~~iÓri;~i'i;'~(;ist~'ri'¿i~~d~Ja Ínf¿éción, dándole al patógeno diversas ventajas en la batalla 

contra lo~ ;¡,é~~~ikrn~s·d~'.rel;t~f!sta. d~I· hospedador. 67 

Ini~i~¡-~~·~te ·:s·ti~~én y ~Wilkie :en 1985, 68 informaron que los serotipos 2 al 12 producían 

citolisinas que.est~bari ·i~munológicaménte relacionadas a la leucotoxina del serotipo Al. Mientras 

que Lori y colaboradores en 1987, confirmaron los estudios realizados por Shewen y Wilkie en 

1985, incluyeron datos en sus investigaciones de los serotipos 13· .. al 16, los cuales fueron 

recientemente descritos, demostrando que las toxinas están· tanto inmunológica como 

funcionalmente relacionadas en estos serotipos. Esto ha ·sido demostr~do· pór·~tudios similares a 

los realizados con Actinobacillus pleuropneumoniae, la cual tiene A diferen.te5 ··9eterminantes en la 

familia RTX, distribuidos entre sus 15 serotipos. Los datos·de Shewen .y.colaboradores, mostraron 

que los 16 serotipos de M. haemolytica tienen relación eritre,'éu'ó~, ·pe;.;·• \,o.son idénticos, 

dete_rminándose, al menos siete diferentes variaciones en la. LKT'. d~ Íos.i6 serotipos de M. 

haemolytica. Los determinantes genéticos que codifica.n a. la:: ieU'cotCÍxina y las proteínas que 

requiere para su activación y secreción, han sido clonados en.el s.er~tipo 1 y caracterizados. 69 

La leucotoxina inhibe la expresión de las moléculas de. clase II del complejo principal de 

histocompatibilidad en monocitos y niacrófagos, reduciendos~:;c~pacidad para presentar antígenos 

al linfocito T cooperador; adémáscoricentraciones sul:ÍlíticaifintÍÍÍ:ieri la transformación blastoide de 

linfocitos:10 Los éf'ecto~·qué ;Ía ~·le~~ot6~;ri~ indué~· p~~;í~'.·aÍthJación y destrucción de células 

inmunocompéte'n'te;; •\'gü~~cia·.:r;á·~ ~~lación é:on:ÍáTso.br~;;¡;;é'ri~ia de la bacteria en el sitio de 

infección;·que ·cC!n ~I dafto;~I endotelio. vascul~r(do~dé:s~· efecto no es directo, sino que 

consecuenda de ésta activación.71~72 
es 

Muchas propiedades se han asociado a toxinas del grupo RTX, donde se incluye a la 

leucotoxina de M. haemolytica, con su actividad citotóxica a varias células del sistema linfoide y no 

linfoides, así como también su habilidad para modular la actividad inmunológica de linfocitos y 

10 



monocitos. El conocimiento de los mecanismos inmunológicos que confieren protección contra M. 

haemolytica, ha sido de gran importancia para tratar de desarrollar mejores. productos biológicos 

que prevengan la infección. 73 

cultivo l~:r;a~~n::i;:~~:. ::vi~::e c:: ;e;~;1~{~~i[~'.#~{~~i~~11~is~;~c~aob;~n:~a;;a;,: 
experimental,. 74 Est()S sobrenadantes de ~ultivo)cOntienen,~un.:núm.ero de antígenos solubles 

~::::~~.~~7:¿,:~,=~~:~ :.~~~;~~if !1~~!!1lf?;ro :~~~::~' »n 

· Se ha .desarrollado una vacuna con:sobrenadanteo:de cultivo. de· M •. haemolytica serotipo Al 
' : · · :.: ·-·~·t- .._. ~ ~ ,:: __ -/- '· ':, --- , . _: . _' - · ~- :: ·<s·.":~.~>"'-.,:\\.'~i:~--~~~t~:.-. .:·_ :-;;::.::~'"(-;':-~~- ·_,: :>:_._'..',...,:_:;_·~,~~-::>·>-- -_ 

Ja cual ya se.ha.:comercializado, obteniendo exc.elente;;·resultados:en cüanto a protección se refiere 
princip~l,ri~·.nt~-,~¿~~-~-ra· la LKT de dicha 6aéteria·~::',?9~" ·-· :. , -'~:,~ ,. --\·-:_:-:fi> ··.··~':·-~-' ~ _. __ , ___ 

' ·~ ' ' 
II.2. LÍpopolisa.cárido. 

Otro de los factores de virulencia de. M. haemóiytica es el· lipopolisacárido, el cual ha sido 

mejor estudiado en el serotipo Al y comprende del 10 al 25º/o del peso seco de la bacteria. 

Presenta el lípido A, una región central compuesta de Hex-Hep-ac2-ceto-3-deoxioctulosónico y un 

polisacárido somático o unidades trisacáridas repetitivas de dos residuos de O-galactosa y un 

residuo de N-acetil-D-galactosamina.00 El LPS se encuentra generalmente asociado a '1a célula 

bacteriana, pero en las infecciones ha podido detectarse en forma libre en las .. lesiones 

pulmonares.ª' Al LPS se le considera como uno de Jos componentes de la bacteria :con alta 

capacidad para inducir una respuesta infiamatoria .. Las lesiones que induce, const~'ri' ci~:grandes 
áreas de hiperemia y edema que abarcan zonas de deposición de células infiamatorias invadi'encio 

en ocasiones lóbulos adyacentes, además P.Üecien' ~bser'varse· también focos de ,hemorragia y 

adherencias fibrinosas.82 

Usando técnicas de inní;_,nohlsto~~im{~~.}~'e.h'.; podic!~ n:i"c,strarq~ela endotoxina es liberada 

~ú::;·:ae~i~:~:~d~J~::~:t·!~;~¡~~~~~l~~lg~~"~~~~f·~~t~~s~:~~:t~l~:I:;~ ~~t:~s~:i:~;e:c: 
de células epiteliales. R~suita'd~~.;i;i;ii~r~~ f~-~¡;;;g d~~~it~s ~uando Ja endotoxina se administró en 

ratas vía endovenosa.9 
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Se ha demostrado también que cepas de M. haemolytica Al muertas, administradas 

intratraquealmente, o purificados de LPS de la misma cepa administra.dos intrabronquialmente, son 

capaces de causar exudación de neutrófilos y·fibri~a,,:ecfemaj:>Ulmonar-asícomo agregación de 

neutrófilos e~ ~apilares. Cambios similares han sid~'tarribién obse~ados ~n borregos,. donde se les 

ha administrado vía endovenosa o intrabronqui~i. ~síc;;;,:,:;:i;~~~á~~te~;~·~y~~ rata~.y conejos, a 

los que se les ha administrado la endotoxina por inh~J:~i1~~;f~~i~;~~i~i~~f;inE~~fa~~uial:~ . . 

. ::·: :- ·,~.:~::.;~-r~:;,!:;:;ii,'.i·Li~-s~-~;~~:~::..-,\~:.i::;:;>~::~~:::~?:{,:::~~::.~~) ~·.·.:_ .. ~-·-:-.:::." · ·,·. : '. ·: 
Microscópicamente se observa, que el LP~;")•if1ducétel"influjo,•:de'f1eutrófilos;. exudación de 

:::~~a~v:~~:a s=~ ~~~s~:uaec~:~a a~~~::~:s~I a:~i~;~i!~~~~:~i~~~tt§~~~~~f i~~~l~a~~: :::~:;:s~ 
la liberación de mediadores proinflamatorios; FNT;·.IL-l;deucoti-ieno's'\í'addo•araquidónico.81•ª3 'ª7 

· ~·. -<.=·-:t·: -.- :~-- ;~~~:¿f'~ -.~-/r:);'J!i·~~·:· ~<~::-¿:·: ~~':'..;?: < .. ;>·· , "· · · 

Los mecanismos de acc1on de la, e~dbt~·~int~ ríiv~1\~~i~1~;y •. en géneral en el resto del 

organismo han sido extensamente. estÜdia~~~ {r~sult,a~_;l,IY~-~~~~rejÓs: El lípido del LPS tiene la 

capacidad de activar proteasas' séricás y °éstás- a 'su vez·.·:~ctiv~réel factor Hageman y el primer 

componente de la vía clásica -del complenient~~i .. :E·l -~o~·i;6~~~-te :~o·l-isacárido .del LPS ·pue.de activar la 

vía alterna del complementÍJ:'L~,a~tivación ·del 'fa~t6r Hágel,'.íari p~rmite la activación de la cascada 

de la coaguláción, el sistema de las cininas ~ del pÍá~,,',inógenb. Éste sistema es capaz de producir ·. . . . . " .. - . ,. "' •' '. ~ " .. -" · .. -·· . 

numerosos factores .. proinflamaforios · ac:tiv¿¡n1.º.,' éomponentes celulares de la inflamación. El 

lipopolisacárido puede entrar· a muchas células:i;,teractuando con receptores espeéíficos a .través 

del 
0

nucleo del polisacárido~ o porin~_ei~i~n,'de'~ri~ po~ciÓ~ del lípido A de la molécula.• 

En algunos estudios se• ha ~~~li~~~~~;~:iiK~~terización de .los lipopolisacáridos de los 16 

diferentes serotipos de la bacteria,· i::1,~;'á1i~i~ ;.;:;g~trÓ ~ue 1c'is s~rotipos 2 y 8 carecen de la cadena 

0-polisacarídica, indicando con' e'11o~'~ü~'?e1~j1f~6~¿1i~~cá,~id6 de estos serotipos es de tipo rugoso, 

mientras que los otros 14 serotl~4~''i:f~~~~ri,'f¡:¡n::t'~'¡.,'~tró~ c~racterístico de lipopoilsacárido tipo liso. 

La espectroscopia de reson~~ciJ'i¡.;,Jij~é~ii~~¡;•¿¿l~a·r•r~JelÓque el polisacárido de la cadena-o, de 

los serotipos 1, 6 y 9 es idénti~o;:~ ;b~,~fg~ris'¡~·¿¡~~¡~;ril!~ói:ransferencia se encontró que muchos de 

los serotipos del biotipo A, po.:i:an''eprt~~:Os. ¿¿~¿-~·es en su cadena-O; además/ se demostró que los 

polisacáridos de la cad~na~c{ ci'~:"1~i .. i;;'rot{p~~·3 :; l~ ·del biotipo T, así como aquellos de los 

serotipos 4 y 10, son idénticos.ª~ 
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En cuanto a la composición de los monosacáridos de la región nuclear, ésta es muy similar 

en los serotipos 1, 6, 8, 9 y 12 deLbiotipo A, los oligosacáridos contienen cantidades molares . ' ·' · .. ,_,. ; 

iguales de D-glucosa,;D-glicero-D-nianocheptosa. y L-glicero-D-mano-heptosa. La composición de 

los monosacáridos d'e~esta;re'g'iÓn e;, lc;~,s~.í-oÍ:ipos del biotipo T, difiere de los del biotipo A, ya que 

estos contienen L~~amnosa,;.b:91~cosa/Q-galactosa, D- y L-glicero-D-mano-heptosa. ss 

El Ji~o~?li,~~:~~]'.~~tW1i{¿~~~~i.~~~0;~i~~heimia, desemp.eñan un papel crítico como interfases 
principales;:entr~·e1;111icroorganismo:;y-la célula huésped, razon por la cual muchas investigaciones 

~~n~=e~'i~~J~t;:~~~;~~~;¡~~~J~ii/~~~i.~2~i6nes que se establecen entre la bacteria y su ambiente a 

··-.:'.-, ·,.,,:'' 

En al~unos est~di~~;5~-~~5~;;;ó ~ue el polisacárido capsular del serotipo Al interactúa con el 

surfactar-ite al,;eoÍar in (;.¡t':o;iccÍÜ~~ndo .una reacción de precipitaciÓn en la que intervienen azúcares 

N-acetilados. Cuando se trat6 de'· identificar la especificidad de esta· interacción, se encontró que el 

surfactante reaccionaba fu~rteme~te con N-acetil-glucosa~ina, :y en menor. grado con N-acetil

galactosamina, pero no : presentaban ningún efecto con N-acetil-manosamina, uno de los 

constituyentes del polisacárido ca-psular. · La· interai:¿ión. -de este . componente -bacteriano con el 

surfactante in vivo no produce cambios fisiopatológicos ·importantes que condUzcan a daño del 

tejido pulmonar, pero se cree pueden tener. una i~teracción tipo reéeptor-~d-h~siná, involucrada en 

la a?hesión de las bacterias al epiteHo alveolar.s9 
-

' ' ' 

' . - -. . ~ -

Las cepas que pertenecen al biotipo T, tienen la característica -de un LPS de tipo liso, 

mientras que el LPS de- aigún-as cepas" del biotipo A, ha sido repc:irtadó -de forma rugosa. La 

estructura química de la ~adena-0 de cepas de serotipos T3, T4 yTlO, tía sido determinada, pero 

el LPS de las cepcÍs : d~I blc:itipo A, ha sido menos caracterizado. En adición, se han descrito 

diferencias sobre la-~~gión .dé bajo peso molecular de-los ,do~::se~otipos aislados, sugiriendo 

variación ~ntre los s~~otip'c;s:;>0 _ -

Se s_abe qUe ta_ntoJa .reucotoxina (exotoxina>. comp .. el ,LPS (endotoxina) inducen la expresión 

de genes para citocinas proir;fiamatorias, incluyendo laIL-1 y FNT e~ los ni~~rófagos alveolares de 

bovino.87•91 Aunque l~s' perfii~s son similares en los :genes d~ ;~s cit~é:i.-Íá-~---¿~~ii,framatorias, éstos al 

expr.esarse en respUesta a la leucotoxina y el LPS, muestran m-arcada~:-~if-~·~¡;;~ciasén la cinética de 

expresión, y transducción. 92 En macrófagos de diferentes especies, el LP_S}h':a irmstrado estimular la 

fosfolipasa e (PLC) y la fosfolipasa D, resultando en la producción de inositol 1, 4, S-trifosfato (IP3 ) 
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y diacilglicerol (DAG).5 " 58•6º Ha sido bien establecido que el IP, estimula la liberación de calcio de las 

reservas intracelulares en diferentes tipos de células. 5 <'·5
" Sin embargo, existen conmctos en cuanto 

a la información de los papeles que juega el IP, y el DAG en la movilización del calcio intracelular 

por LPS en macrófagos.93
•
59 

II.3. Proteínas.de Membrana Externa. 

Varios componenetes antigénicos de M. haemolytica han sido estudiados para determinar si 

estos resultan importantes en estimular una respuesta inmune protectora en el ganado. Utilizando 

vacunas que ·contienen leucotoxina y material capsular se ha documentado que se logra una 

protección parcial contra la inducción experimental de la enfermedad. 74
•
94

•
95 

Las. proteinas de membrana externa· (PME), son potencia.les candidatos como inmunógenos, 

especialmente'aquellas que se exponen en la superficie 96
•
97 El u.so de sobrenadantes de cultivo en 

fase de crecimiento logarítmico de "¡.,¡, haemolytica Al, han siCÍ6 utÚi~ád()5'.~6rno vacuna, reportando 

que aúmentan la resistencia a la pasterelosis neumónica, especificam·~·.:,te"conl:ra este serotipo.94
•
95 

.. /.,"'.:> ;,,>,~::: - . 

Aunque el sobrenadan.te. contierie una gran. cantidad:~~Ji~tg~~~xil"la, otros componentes 

aparte de ésta, representan i~m-unóge~os importante~.;E:l)~J~~b~~;r:~himales inmunizados con 

sob~enadante, permite aglutinar, ~élulás éomplei:a~· ¡/¡;ziJXí,"JJ',#J/'¡:tF/:~. 10 cual indica que algunos 
·:·-· _-, :...·; .0-- ;_:::.-- ~-; .• :· • - ,- .,-:, ~' ~; .:.~·:.-~'-· ::- <,.-:o;,:-~~--~c'¡~--;¡:t,--.~:--._~~;Jf..,;'.#"i~I-~.'>~:,, _: '. 

componentes de la mism~ libe~~~os d,!;''.~nt;~;~1.;.9,~.'.3Sf~~~~~;,~~.~~~'bacteria, son probablemente 
antígenos de superficie celular solubles/comúrÚnente~de)a'memtiraná externa y la cápsula. 74 

:~::::::::~~:~.:¿:~i~f il~f jj~~::::~:::::~.::~:::~=I::::: 
mientras que la fosfolipasa A;:~¡;n:~i". P,fVi'E':ici~fr.;:5¡¡i)aé:Í:e;i~s gram negativas, es esencial en ciertos 

patógenos para la invasión a 1ai éé1Jr~~ci;\'hosp~dado.r. Otras PME pueden actuar como receptores 

de alta afinidad para obtener hl~~~';;1'd'~1<';¿¡~'.p~d¡;,d¿';y~ •. 
: ~ j'/;' 

·:.;-· -/">:·;_· .·-.'·.>·' .-
Se sabe además que las· proteínas de. membrana externa aisladas de M. haemolytica inducen 

alteraciones en la actividad biológica de los leucocitos polimorfonucleares. A dosis dependientes, se 

... 



observó que reducen la. capacidad. de adherencia a la pared de naylon y actúan como 

quimiotactinas a concentraciones de entre s y 20 ug/ml. 99 

. ·•. ' 

.-.. ..;.-

una bacteria·en.·diferentes:con:cHciones expresa diferentes fenotipos para adaptarse al nuevo 

medio. En ausencia /déc.hier~o;; 1a·. baCteria expresa en su superficie proteínas especialmente 

dedicadas a c~pt~~1b'.C~tcis,c~;i'b~eí~~~~hari recibido mucho interés por parte de diversos grupos de 

investigación; sin. einti~~~a:;cr~::·;:;,~fue;ríto ·no se conoce mucho de éstas y de sus mecanismos de 

patogenicidad r·~~~~~";fli~~J~6i~gÍ~amente tienen significado importante en la inmunidad 

protectora contra la ;P~~f~Ú~el~~í~\ieumónica causada por el serotipo A2. Se realizó la vacunación 

experimental en .:C:,'réf~:J~S':'s·P~J~·p~rti; de extractos con salicilato de sodio de M. haen7olytica 

serotipo A2, s~m·~~:~~~Gb~)¿;',·~c,'~ciiciones de restricción de hierro, obteniéndose un 100% de 

protección; en cc:i;,1:,o¡¡,~t¡,;).c;;¡:; ú{:p/btección obtenida con organismos que crecieron bajo condiciones 
. -.-. "" . . - _. •.-:_ ' '- -

de suficiené:ia de''tíié;rC:?qú!{fue"soío de cerca del 50%. 'ºº 
•e·"·'" •• • • • ··- ·- '• '. • 

">· . ' "' - ·. . . ' ·. - ;, 

Estas proteí~'as 'r~~ulád~~ poi- hie,-ro, se enéuentran i¡.;volucradas .. en. adquiri~. hierro del 

ambiente, el cual é~' 'ú'¡.; nutri~nte'. ~enhi~Í:p~ra~,1a/;;i~~en:.ive~ci~;:'cie todas 'ia~· células, pero la 

disponibilidad dé hierr~ en .el tejido~de ~'~ '.~;,-'í~al·i;;f~élicici; ~~ta r~tringida por proteínas ligadoras 
. . . -·' .. '':: - .'"- _- _;- -., . ' \ ;, - ' - . ·- ~ . .' : ... . -.., ~ : .. · .. \· . :·. --:~- p; ' ;.,;_ ;, ~- -~_,/\'::....·, ,·t::·?~t~::J_~-~.:~-,~.'<"5• ;•' ¡ :·' ;:::·-·.'"'', -;: - - . . • : • : . - . -.: : ' • ' -

de hierro, pr()plas. del hospedador. Las proteínas ¡regul~das• por::hierro de las. bacterias, trabajan 

especíticam~nt~ ~o~~it}eÓ~,º',é8~0~~'if~~i·~;~i~~~~~~~~l{,~~~R~dad()r, pa;a quit~rles el hierro. Sin 
proteínas· reguladas por''hierro, C'á\célul~'.',ibacteriana ':no podría adquirir suficiente hierro para 

muitiplicarse, crec;¡;~'. tf*;,i~t~~~~~t~-~f~~~~{;l:~,;,6:~ párte del hospedador. 
100 

t:a mayoríá,'de ·las: b~Cterias':gr~mt:n~gativas tienen aproximadamente 20 PME, pero en 

algunas de éstas, se' :e'n'c'u~n~~~i;'{¡;;is~~:tes 'ci;;; 4 a 6 PME principales, que constituyen una gran 

parte del co.ntenido proteica·c:Je'1á:memtíraíiá externa. 101 

. . - - . ~ - ·--~~T·-· ·~"'~:,. 

Se sabe que hay estim~l~~;cS~,'d~I sistema inmune por las PME, porque la bacteria se adhiere 

a las células del hospedador p~ra e'-Jií:a; ser más facilmente fagocitada, dañando de ésta forma la 

función de la membrana celular.9.".Las.PME de las bacterias gram negativas podrían ser elementos 

importantes para la elaboraciÓ~ de' .:rac~nas, ya que desarrollan y estimulan una respuesta inmune 

protectora y de resistencia a·. la· pasteurelosis neumónica, al exponerse en la superficie de la 

bacteria, siendo así potenciales bfáncos para el sistema inmunológico del hospedador, 

desencadenando respuestas de fijación de complemento y de opzonización por anticuerpos. 102 
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En estudios donde el ganado fue vacunado con proteínas reguladas por hierro (PRH) de 70, 

77 y 100 kDa, los títulos de anticuerpos séricos no correlacionaron con la resistencia a la infección, 

pero los anticuerpos contra estas proteínas, en conjunción con los anticuerpos a otros antígenos de 

superfide, a~~enta~on la respuesta inmune. 103 Existe incluso: evidencia: de que algunas de estas 

proteín~s son. cocnse.:Vadas entre los diferentes serotipos de M. ha~,;,~Íf;t/ca· y tal vez éstas podrían 

proveer' de alguna protección cruzada. 1º2
•

1º4
•
1º5 

.;8(l~ten'e~t~d.ios que indican que los anticuerpos contr2/1as proteínas de membrana externa 

de M, haemolytica juegan un papel muy importante en la inmunidad contra la Pasteurelosis 

neumóniCa· del ganado, ya que son de los antígenos más importantes en la estimulación de la 

resistencia a dicha enfermedad según Morton y colaboradores, en 1990, 1994 y 1995, Moiser y 

colabo'radores, en 1989, junto con la revisión de Confer en 1993; indican una correlación 

estadísticamente significativa, entre la resistencia a la pasteurelosis neumónica y la presencia de 

anticuerpos séricos, dirigidos contra una gran cantidad de proteínas presentes en extractos salinos 

de toda la célula bacteriana. 106 

En otros. estudios se c.lonaron y secuenciaron los genes que codifican la lipopotreína de 38 

kDa (Lpp38) de _M. · haefT1olytica similar a la PotD (poliamina transportadora de proteínas) de E. 

coll; pre5eni:e; ·tanto en la· fracción de membrana externa, como en la interna de la envoltura 

celular: La s~~~eptlbilfé!~d :de ia Lpp38 a la acción de proteasas extracelulares indica que cierta 

porción de .·la pr()t~í!"Ía .. se encuentra expuesta en la superficie. Una proteína de peso molecular 

similar, en cepas df!/:íiJ.'fia'emolytica biotipo A y 12 cepas no tipificables, fue detectada mediante 

anticuerpos:~'.·¡:;:,~~'ocl6;.\a1es;· siendo reconocida por el suero de ganado resistente a la infección 

después. de. la é,:CpósiciÓn natural a M. haemolytica y por el suero de ganado protegido contra la 

infección ·.:nédia:~Í:e vacunación con proteínas de membrana externa de M.haemolytica serotipo A y 

con •la 'bacte~ia··vlva; Las regiones de la Lpp38, que se exponen en la superficie de la bacteria, ".··. '.: .,, . 

podrían .. ser· blanco de mecanismos inmunes dependientes de anticuerpos en el bovino. Estos datos 

sugieren·. el: papel. que juega esta proteína en el desarrollo de la inmunidad contra la infección 

ocasionada por M. haemolytica. 107 

, En: el· Instituto Moredum, se desarrolló un modelo de pasteurelosis ovina utilizando corderos 

libres de patógenos, que permítian la reproducción confiable de neumonía en los animales. Las 

células bacterianas recuperadas a partir de fluidos de pleura fueron examinadas por SDS- PAGE e 

"inmunoelectrotransferencia'". Gran cantidad de nuevos antígenos fueron identificados, los cuales 
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eran expresados in vivo en estas áreas, como las proteínas reguladas por hierro que podrían tener 

relación al inducir su expresión en el laboratorio, en medios en los cuales el hierro era eliminado 

haciéndolo inviable. La expresión de éstas fue confirmada por otros autores en aislamientos de M. 

haemolytica en el ganado. 108 

Una gran cantidad de proteínas de membrana externa, las cuales son expresadas in vivo, 

son directamente recuperadas del tejido pulmonar, tejido subcutáneo o cámara peritoneal. El 

mayor interés ha sido ligado a los antígenos de superficie, los cuales son considerados como 

potenciales inmunógenos protectores. Numerosos estudios han caracterizado antígenos de 

superficie de /11. haemo/ytica y la mayoría de estos se encuentran regulados por hierro. 109 

Los. antígenos asociados a la fracción de membrana externa de M. haemolytica, a partir de 

cepas in. vivo.permiten ·una adecuada inmunidad protectora, mientra que las cepas que crecieron in 

vitro solo ccinfie~_en:.:uri'·pr()tección· homóloga: Conclu.yendo que los antígenos expresados en la 

membrana externa ·'i~_Jivoson importárites contra la inmunidad de la pasterelosis neumónica. 39
• llO· 

111 Se pien·s~·· las f PME~s6~"·:1C:Ís principales antígenos involucrados en inducir una respuesta 

protectora;· ya que· la. irio_cuÍaciónc~n LPS exclusivamente, se ha observado que solo induce una 

protección par~ial. 1 12 
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111 . .JUSTIFICACIÓN. 

Las bacterias patógenas pueden modular la expresión de .. componentes celulares en 

respuesta al medio ambiente que les rodea. Para. el grupo de organismos HAP (Haemophillus, 

Actinobacillus y Pasteurella), el medio ambiente .Podría ser tan diverso como el tejido inflamado ó 

normal del pulmón, la mucosa ó el aparato respiratorio superior. Entender como la bacteria 

responde, sobrevive, crece e interactua con su hospedador en ese habitat, permitirá comprender el 

proceso patogénico e intervenir con vacunas y quirnioterapéuticos en las neumonías que causan las 

bacterias de este grupo. 

IV. HIPÓTESIS. 

Mannheimia (Pasteurella} haemolytica expresa diferentes antígenos, en particular de 

membrana externa, en distintas condiciones de crecimiento, de )a·. misma manera esta expresión 

antigénica puede modificarse en ·la· forma natural .de la enferrnedád y en desafios experimentales; 

y cada uno de éstos antígenos puede contribuir en forma ciirér~nte ó en. interaciones a la patogenia 

de la enfermedad e inducir una respuesta inmune distintá éri cada ~ondición. 

V. OB.JETIVOS GENERALES. 

1.- Determinar la respuesta de anticuerpos contra antígenos de M. haemolytica mediante 

diferentes técnicas en corderos clínicamente enfermos de neumonía, en los Convalecientes del 

proceso, así corno en animales sanos y desafiados experimentalmente. 

2.- Establecer la existencia de diferencias en la respuesta inmune contra los distintos antígenos, en 

las diversas condiciones de enfermedad del hospedador. 
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VI. 00.JETIVOS PARTICULARES. 

1.- Obtener suero de animales con neumonía clínica, Convalecientes del proceso_ así como de 

sanos, al igual que de animales desafiados experimentalmente para evaluar su -_respuesta a 

antígenos de M. haemolytica. 

2.- Aislar, caracterizar y serotipificar M. haemolytl~<(cj:i:_pulmones con les_io11e5 neumÓnfcas de 

corderos muertoS,J:!_()r el pr()ceso. '<·;-::''· .: .. '.i'' ,~:;.~:~:.';·:·_· >>"·:·~:-
·<~,:5,: •/• '\. '1, - ' . ., •• '• 

~5~~~~~~~~,~~~~t~t~f !llltl~~ff~~~::~~:~;.~:: 
4.- Separar proternas de membrana externa ,por_electroforesis¡ para utilizarlas como ant1genos en la 

: -.. ' .. _:·'.., .. ; ,.:'..'.:' .. ., .. .,:-.,:.~:~:·?,:·-«:·,':,~'",(/~;:~.:·~~:\~'.~-:+;:.:.-r.':. ·-¿);':\''.. ;~,;-· ·";·- ' .. -:. . .: ; . . . - -
técnica _de -inmunoelectrotransferencici _:.y' determina_(el' '?-'.'ltrón· de -r~conocimiento por anticuerpos 

contra éstos antígenos en los diferentes grU¡)os rnuestreai:tó~~; '.'., 

5.- Realizar estudios histopatológicos -

pasteurelosis neumónica. 

qu~ presenten lesicrne5 _ signin°cativas de 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS. 

VU.I FASE DE CAMPO. 

VJJ.1. Material Biológico. 

Los estudios se realizaron con corderos que desarrollaron cuadro clínico de neumonía, que 

presentaban aumento de la frecuencia respiratoria y cardiaca a la auscultación, a nivel de campos 

pulmonares, se escuchaban estertores o roces pleurales, así como salida de moco a través de los 

orificios nasales y fiebre de 39.6 C a 41.6 C. Los animales procedían de explotaciones con alta 

incidencia de la enfermedad. Se les clasificó como grupo ~e ENFERMOS. Se les tomaron muestras 

de sangre para obtener el suero y determinar. la· presencia de anticuerpos contra los diferentes 

antígenos de M. haemolytica que se expresaran en ese momento, principalmente leucotoxina (LKT) 

y proteínas de membrana externa (PM!=)·.': Se_ realizó un segundo muestreo a los quince días, de 

aquellos animales ENFERMOS que· se recuperaron del proceso, clasificando este segundo muestreo 

como grupo de CONVALECIENTES. También se muestrearon animales clínicamente sanos 

seleccionados aleatoriamente del hato, clasificando este grupo como SANOS; para determinar los 

anticuerpos contra los antígenos ya mencionados. 

VJJ.2. Muestreos serológicos de animales en campo. 

Los corderos evaluados en los distintos grupos procedian de las siguientes zonas: 

1) Jilotepec, Edo. Mex. 

2) Jaltenco, Edo. de Méx. 

3) FES-e UNAM (Cuautitlán Izcalli, Edo. de Méx.) 

4) Tecamac, Edo de Méx. 

S) Temoaya, Edo de Méx. 

6) Dolores Hidalgo, Gto. 

7) Apan; Hgo. 

8) Chimilpa, Hgo. 
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En el CUADRO 1.1., se presentan la frecuencia y porcentaje de muestreos realizados en cada 

lugar. La zona con mayor número de muestreos fue Jilotepec, Edo. de Méx., dadas las facilidades 

para acudir a dicho lugar, así como el número de animales clínicamente enfermos de neumonía que 

se reportaron. 

CUADRO 1.1 Distribución del total de muestras serológicas obtenidas en campo 

en las diferentes regiones. 

REGIÓN 
NUMERO DE 

PORCENTAJE 
MUESTRAS 

.lILOTEPEC, EDO. DE MEX. 42 27 

.lAL TENCO, EDO. DE MEX. 9 6 

FES-CUAUTITLAN, EDO. DE MEX. 8 5 

TECAMAC, EDO. DE MEX. 40 26 

TEMOAVA, EDO. DE MEX. 22 14 

DOLORES HI-DALGO, GTO. 9 6 
------------------

APAN, HIDALGO. 19 12 

CHIMILPA, HIDALGO. 6 4 

TOTAL 155 100 

TEsl-<..• ... , .. ,,. 
¡J ~. t t .1 .• J 

FALLA DE' i.. .• -'-'~N 
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En el CUADRO 1.2., se presenta Ja distribución del total de muestreos con respecto a los 

grupos en los que se dividieron a los animales a nivel de campo, para su posterior análisis 

inmunológico. 

CUADRO 1.2 Frecuencia y porcentaje de muestras obtenidas en campo de los 

diferentes grupos de animales. 

NÚMERO DE 
ANIMALES MUESTREADOS PORCENTAJE 

MUESTRAS 

ENFERMOS 96 64 

CONVALECIENTES 34 21 
-· - -

SANOS 25 15 

TOTAL 155 100 

VII.3. PRODUCCIÓN DE LEUCOTOXINA (LKT) DE M. haernolytica PARA lA PRUEBA 

VISUAL SIMPLE. 

VII.3.1. Material Bacteriológico. 

De las diferentes regiones muestreadas en campo, se obtuvieron 3 aislamientos de cepas de 

M. haemolytica de animales muertos por el proceso neumónico, a partir de muestras 

representativas de la zona de lesión pulmonar. Los serotipos capsulares de M. haemolytica fueron 

determinados por hemoaglutinación indirecta, utilizando antisueros de referencia y siguiendo Ja 

técnica sugerida por Frank en 1978 en microplacas de titulación de 96 pozos. 15 
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VIl.3.2 .. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 

Se,.utilizó :una cepa ·dé M.-·haemolytica serotipo A2, obtenida de un animal muerto por 

neumonía muestread~· e~ camp~ durante el desarrollo de la investigación, para la obtención de los 

antígenos a pr~ba·i-, (LKT y PME). Se realizó el cultivo de las bacterias en cajas de agar sangre, por 

el método de e5t~ía cerrada, incubándose 24 horas a 37 e y posteriormente se realizó la tinción de 

Gram, así como las pruebas bioquímicas pertinentes para su identificación (CUADRO 1.3). ,,_.,, 

CUADRO 1.3 Pruebas Bioquímicas de identificación de M. haernolytica. ,,_,.., 

TSI 

r.:iotiiiciaci· 

+ 

+ 

' i 
1 

Glucosa + ··~ 

Hemó"ii!ús · ¡ + 

¡-creC:imi"ento en A'9~·¡: M"aC:coii.i<ev· r··+a . 
. ~--··· ·········Recilic"Cióñ·cie;··;;ú:i-ffas··············· ¡---+···· 
· ¡-·-·····-·-·-·····-··-···1ñC:i"a1·-----·······················r··- ··· 

....................... ~~e.ª ....... ······:· .. ···:·····: ........ l"::·~····· 1 
:;"'so10-~~epas loPre~~";;'tan -;'~s limitado 

VIl.3.3. Producción de LKT. 

Se cultivaron las mismas cepas obtenidas de lesiones neumónicas de M. haemo/ytica en agar 

sangre y se incubaron a temperatura de 37 C por 18 horas. Se cosecharon y cultivaron en matraces 

que contenían 2SO mi de medio RPMI 1640 adicionado con 7º/o de suero fetal bovino. Se incubó en 

baño María a 37 C con movimiento constante, a una velocidad de 100 rpm, durante 5 a 6 horas. Se 

centrífugó a 1500 x g por 20 min., se decantó el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió 

en un medio fresco (250ml de medio RPMI 1640 adicionada con 7º/o de suero fetal bovino) para 

una segunda incubación de una a dos horas a 37 e e ño María con movimiemto constante. 

T.E,.-,_,_ .. ~· .-... 7·r 

li'ALLA lJ.é. ...... ~;.u.EN 
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Posteriormente se centrifugó para recuperar el sobrenadante del cual se obtuvieron alícuotas para 

determinar su efecto citotóxico. La cantidad de leucotoxina producida se determinó utilizando la 

técnica de ensayo visual simple. 114 

VJi.3.4. Titulación de LKT de M. hae171olytica. 

Para la titulación de leucotoxina de M. haemolytica se requirieron leucocitos de sangre 

periférica de ovino, por lo que se procedió a su obtención: 

VJJ.3.4.1. Obtención de leucocitos de sangre periférica. 

Se tomaron muestras de sangre periférica de bovino con tubos vacutainer, los cuales 

contenían heparina como anticoagulante. La sangre se depositó en tubos de polipropileno de SO mi, 

a los cuales se les adicionó la misma cantidad de agua destilada por 30 seg., provocando el choque 

hipotónico que produjo la lisis de los eritrocitos. Posteriormente se le agregó la misma cantidad de 
. ' .- ' .. 

solución salina fisiológica (SSF) concentrada a 2X, con lo cual se detuvo la lisis ·eritrodtica. Los 

tubos se centrifugaron a 800 X g ·por 5 min, hasta obtener el paquete gl~bul~/bl~:~¿c:;/Ubre de 
• •. ···1 

eritrocitos. El paquete celular blanco se resuspendió en medio RPMI 1640 a una concentración de 1 

X 106 células por mi . 114 

VJJ.3.4.2. Titulación de LKT. 

En. placas de .. :microtitulación de 96 pozos fondo plano se agregaron 200 µI de sobrenadante 

de cultivos conc~ntr~do ·de M. haemolytica a la primera fila. A partir de la fila "B" y hasta la fila "H" 

se adicionar~n·íoo;¿!'ci~ 'sobrenadante para posteriormente realizar diluciones dobles, pasando 100 

ul de la fila":·~·:i~'i~~·;s:, ~ "B" la "C" y así sucesivamente hasta la fila "H". Se agregaron 100 µI de 

leucoclto~ (l~ÚJ\c~Íf~I) .en .. medio de RPMI 1640 a cada pozo, obtenidos por choque hipotónico y 

se incubó_:i:iai,'·ú:~·~· ~6r~_:a 37 c. Posteriormente se centrifugó la placa a 800 X g durante s min y se 

decantó el sob~ena.da.nte; se adicionó formalina amortiguada al 10%, y se incubó a temperatura 

ambiente durante' 20 mi~. Posteriormente se tiñeron las placas con una solución de cristal violeta al 

1º/o durante 10 min, lavándose finalmente con agua corriente. Un fondo azul en los pozos, indicó la 

presencia de células teñidas'.y por lo tanto la ausencia de leucotoxina de M. haemo!ytica en el 

sobrenadante. Un fondo claro. indicó en contra parte la presencia leucotoxina que ejerciendo su 

efecto de lisis sobre las células "blanco", eliminando el sustrato celular a teñir. 114 



VII.3.S. Determinación de anticuerpos contra la LKT de M. haen7olytica. 

Esta prueba se fundamenta en la capacidad que tiene la leucotoxina de M. haemolytica 

para lisar a las células "blanco" y la capacidad de los anticuerpos presentes en el suero de los 

animales para inhibir este efecto citotóxico. 

Se agregaron .192 111 de RPMI 1640. enrnicroplacas de titulación de 96 pozos de fondo plano 

y 8 1.r de.suero problema· fueron depositadós.en la,priinera fila, para iniciar con una dilución de 

1:25. Se realiz~~on diluciones dÓbles del sue~o/se'ag~egaron 100 111 de leucotoxina ya titulada 

(titulo 1:2), y se ádi~ionaron 100 111 d~ céÍ&iá:s .(l~Úco2it~~) .ª todos los pozos. Se dejó incubar una 

hora a·37·c v'se'é:entrifugó :á,sOo x>g ciúrá~I:~ 5;..niril;~:;~e ciecantó el sobrenadante y se agregó 
.- .< /,.;.,.','···<." _.,·· . . ' . :.__ .- . ';·.,·_ >:·.-;_:<:' \>~ '-~;:.~~,'. ~,-:-.::;_1:~'.:~~:i.;~·~_/:.'.r:.'_:_ 

formalina al 10% para. fijar lascélulas,·pasados 20 min·::.se agregó cristal violeta al 1% y después 

de 5 min., se realizó la lectura d~ los resultados ~'re~ici\a~~dÓ d~ las placas. 

Un fondo claro indicó la ausencia de anticuerpos, por lo que la leucotoxina quedaba libre 

ejerciendo su efecto de lisis sobre las células "blanco" eliminando el sustrato a teñir. Un fondo de 

color azul indicaba la presencia de anticuerpos neutralizantes de leucotoxina en suero. 

VII.4. TÉCNICA DE OBTENCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS DE 

MEMBRANA EXTERNA DE M. haen7olytica. 

Se sembraron las cepas de M. haemolytica por 12 hrs a 37 C en medio sólido (agar sangre). 

Posteriormente se resembraron en un litro de medio de cultivo líquido BHI, incubándolos a 37 C 

hasta una absorbancia de 0.9 A 600 nm. Se cosecharon las células por centrifugación a 4 C, a 3500 

X g / 25min. Se lavaron las células obtenidas del centrifugado anterior, con HEPES (2 veces), por 

resuspensión y posteriormente se centrifugaron a 4 e, 3500 X g por 20 min. La pastilla se 

resuspendió en 60 mi de HEPES 10 mM y 1 mg de DNAsa pancreática y RNAsa pancreática, 

adicionando inhibidores de proteasas PMSF. 0.1 M y EDTA de 1 a 3 mM. 

Para obtener las· fracciones celula.res. se. ~c:;i,icó la muestra distribuyendo las células en varios 

tubos en cantidades de 10 a 15 mi un baño ·de hielo y a cada muestra se le realizaron 10 pulsares 

de 10 seg X 1 min. de descanso, de tres tiempos cada uno con sonicador de punta. Se centrifugó la 

muestra sonicada a 1000 X g / 15 min para la remoción de los restos celulares. Posteriormente se 
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recuperó el sobrenadante y se centrifugó a 150,000 X g / 2 hrs en HEPES. La pastilla obtenida se 

consideró correspondía a . ur¡a · fracción de la envoltura celular cruda que contiene membrana 

externa y membrana· citoplásm<'ítica. La pastilla de membranas totales se disolvió en amortiguador y 

sarcosil al lº/o (10 mi) :y se puso en agitación suave por 30 min a temperatura ambiente. 

Finalmente la muestra se centrifugó a 150,000 X g / 1 hr y el paquete resultante, proteínas de 

membrana externa, se disolvió en agua deionizada, mientras que el sobrenadante correspondió a 

la fracción de membranas internas. 115 

VIJ.4.1. Purificación de proteínas en solución, en presencia de detergentes y 

lípidos. 

En 400 µI de metano! se adicionaron 100 µI de la solución de proteínas de membrana 

externa de M. haemolytica y se sometió a la acción del vortex y posteriormente se centrifugó 

durante 10 s a 9,500 X g en microtubos cónicos de polietileno, para la colección total de la 

muestra, que correspondía a la fracción de membrana externa. Se adicionaron 100 µI de cloroformo 

a la muestra anterior, sometiéndol<l nuevamente a la acción del vortex y se centrifugó 10 s a 9000 

X g. Para muestras con alto contenido de fosfolípidos, como la que se obtuvo a partir de M. 

haemolytica, se emplearon 200 µI de cloroformo. La separaci_ón de las fases se llevó a cabo 

adicionando .3oo· µI de agua destilada. y . sometiéndolai:s~a;_,emente a la acción del vortex, 

cen~rifUgando ·finalmente 1 min a 9000 X g. La· fase supério?' se removió cuidadosamente y se 

desechó, Por último se adicionaron 300 µI de metano! al resto de la fase clorofórmica inferior y la 

interfase con 1.a proteínas precipitadas, que fueron mezcladas y centrifugadas 2 min a 9000 X g; el 

sobrenadani:e fue removido. El pellet de proteínas se secó bajo rocío de aire y se guardó hasta su 

uso. 116 

VJJ.4.2. Cuantificación de proteínas. 

El contenido de proteínas totales fue determinado por colorimetría, utilizando el método de 

microtitulación de Bradford, utilizando un estándar de albúmina sérica bovina. Cada microtubo con 

la pastilla se solubilizó con 200 µI de amortiguador lisis. Se realizó una curva con la albúmina sérica 

bovina de 1 a 10 µg /mi, 10 µI de PBS y 190 µI de reactivo de Bradford, en placas de fondo plano 

para ELISA. Se colocaron.10µ1 de muestra de proteína de M. haemolytica más 190 µI de reactivo de 

Bradford, determinando ra··cantidad de proteína mediante la lectura de las placas en el lector de 

ELISA a 405 nm y poi.regresión lineal.' 17 
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VII.S. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO DE 

SODIO (PAGE-SDS). 

VII.S.1. Preparación de la muestra. 

Para la separación analítica de las proteínas en función de sus pesos moleculares, se utilizó 

PAGE-SDS por el método de Laemmli. 118 Se ajusto la concentración de proteínas necesario a 

utilizar en el corrimiento electroforético, la pastilla sé disolvió en 50 µI de amortiguador de muestra 

y se colocaron 10 µI de la muestra en cada carril del gel de poliacrilamida. 

VIl.S.2. Corrimiento electroforético. 

Para determinar que proteínas de la fracción de membrana externa de M. haernolytica eran 

reconocidas por los anticuerpos contenidos en los sueros de los animales problema, primero se 

procedió a separarlas en un corrimiento electroforético las fracciones d,e proteínas de membrana 

externa, interna y citoplasma. Una vez marcadas Ja~, diferencias'• entre.,éstas tres fracciones, se 

procedió a correr nuevamente las p~oteínas de me;,,b~án~·iici:·~~W~:·~'ri:·g~l¿s de poliacrilamida . 
. ,,.,,.,¡..; ¿, .',~-:;·;.e-._:;;; 

Los antígenos se solubilizaron mezcl~n~°: 22;\,g.i;~~-~~%~~~~~>i'~·;OO ~d de amortiguador de 

muestra (4 mi de agua destilada, 1 mi de Tris,,:;., HCI ·~1•o:S'M~y a:ún pH de 6.8, 0.8 mi de glicerol, 

1.6 ;,,I de sodio dodecilsulfato al 10%, 4 n11''d~2ri~i\'.i~c;c~p~o~,t~'~61y 0.2 mi de Azul de bromofenol 

al 0.5%), sometiéndose a ebullición (95 C)_cf,ura~t~.:f"aj¡~i;tb'.}~~!it~riormente se adicionaron a cada 

carril 10fil de la muestra, haciéndola C:orre~e,.;· PAG,E-sos?~(i'~Cs"0/o, por el método de Laemmli. "" 

formaron canales en el gel concentrador, med,ia.nl:e-:ú~«p~in'é y sobre estos canales se depositaron 

las muestras de los antígenos a probar, excepto en' un canal en el cual se depositó una muestra de 

los marcadores de peso molecular. El corrimiento se realizó a un voltaje de 80 volts para el gel 

concentrador y 120 volts para el gel separador, en solución amortiguadora de corrida. De cada 

corrimiento se hicieron dos geles, uno para ser teñido con Azul de Coomassie y el otro para realizar 

la inmunoelectrotransferencia. Los geles se tiñeron con Azul de Coomasie durante 12 horas a 

temperatura ambiente en agitación, posteriormente se destiñeron sometiéndolos a una solución de 

lavado, hasta obtener la intensidad de bandas deseada y finalmente éstos se conservaron en ácido 

acético 10º/o o deshidratados. El peso molecular de las bandas fue estimado según su posición en el 

gel, comparándolo con un estándar de proteínas de pesos moleculares conocidos, corrido en el 
mismo gel. , ... , 
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El peso de las proteínas se calculó por inter polación al graficar el PM contra el Rf de las 

proteínas separadas por PAGE_-SDS y en la intersección se obtuvo el_e" . 
. :., .· ·,: ···.· ; ' - . --

1) Calculo delP:~ de las~~~d~s ~o~ base en marcadores de p~so conocido. 

Rr: Distancia recorrida de la muestra problema 

Distancia recorrida por el fondo 

VII.6. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOTT). 

Después de separar las proteínas por PAGE-SDS, las bandas de las proteínas fueron 

transferidas a membranas de nitrocelulosa mediante electrotransferencia a 80 volts ó 400 mA 

durante una hora.''" 

' ". < ·_, '. - . 
La membrana de nitrocelulosa fue tratada por 24 hrs. con leche descremada al-.Sº/o··con la 

finalidad de bloquear puntos de unfón no específicos para los anticuerpos. A conÜnua~ié>;:,;'"se retiró 

la leche descremada, se lavó la membrana el1 tres ocasiones co11 PBS-Tween20 al '6.0Sº/o, por 15 

minutos y se procedió a ~ortar la ~embrana en:tiras_de papel de aproxi;,.;a,d~m~rji:~:o:s cm. de 

ancho, las cuales fueron depositadas en tubos de ensaye con tapón, a los qúe se ies adiéionaron 7 

mi de suero de las diferente5 muestras, éon 2. mi de PBS-Tween 20 y leche descremada al 5% y se 

incubaron _en agitación- durante dos h~ras- a 37 C, o toda la noch~ a 4 C. A continuación la 

membrana se lavó por tres ocasiones con PBS-Tween 20 durante 15min. cada uno y finalmente se 

incubaron las tiras:de· papel de nitrocelulosa con Proteína A conjugada con peroxidasa, a una 

dilución de·-1:2000 en .a'gitación por dos horas, a 37 C, o toda la noche a 4 C. Nuevamente se 

hicieron los tre~ lav~clb~ d~ is min. cada uno con PBS-Tween 20 y finalmente dos más con PBS de 

10 min cada u~b: Para el rev~lado de la membrana se utilizó 3 •3 diaminobencidina (DAB) al 0.05% 

(20mg de DA-El):~~ ácido fosfórico 50mM a pH 7.4, la cual se agitó por 40 min. y se filtró. A esta 

solu-ción ~e-~-~r~gÓ lentamente 1.2 mi de solución NiCo (15mg de NiCl3 y 15 mg de CoCl2 ) y 1 mi de 

H 20 2 al '·o.l-º/o. \.ina- vez que se prepararon estas soluciones se le agregaron a la membrana en 

agitación y_ la reacción se paró hasta obtener la intensidad deseada de las bandas con agua 

corriente: 120 
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VII. II FASE DE DESAFÍO EXPERIMENTAL 

VII.7 Muestreo Serológico de animales desafiados. 

Se muestreo un rebaño del municipio de San Juan Jaltenco Edo. de Méx., el cual estaba 

clínicamente libre de cuadros neumónicos, por lo que se procedió a monitorearlos serológicamente, 

realizándoles pruebas de inmunoelectrotransferencia a partir de los sueros obtenidos contra 

proteínas de membrana externa de M. haemolytica, seleccionando de ésta manera, a 8 corderos 

negativos al reconocimiento de dichas proteínas. Posteriormente, éstos fueron llevados a las 

instalaciones del CENID-Microbiología, INIFAP-SAGARPA, en Cuajimalpa, Méx., D.F., para su 

posterior desafío experimental. Se obtuvó un total de 56 sueros de los muestreos realizados a partir 

del grupo experimental. Los corderos tenían de 3 a 4 meses de edad y un peso promedio de 25 Kg. 

VII.8. DESAFIO VIRAL. 

Los 8 corderos se dividieron· en dos grupos. El grupo desafiado incluyó los animales a retados 

con el número, 30, 31, 32, 33 y 38 y el grupo testigo a los animales con número 34, 35 y 41. 

A partir de la fecha que llegaron los animales, a las instalaciones del CENID- Microbiología, se 

comenzó a realizar un monitoreo, de temperatura antes, durante y después del desafío, así como 

un muestreo de sangre cada tercer día (CUADRO 2.1). Los animales no permanecieron en etapa de 

adaptación, iniciando los respectivos muestreos al primer .día de su llegada a dichas instalaciones. 
- :<:_·._ .,'· 

Los corderos.~-~ 'desafiaron el día. 2 del experíni:nto •can virus vivo de Parainnuenza tipo 3, 

aislado de un·bci~iri·~ ;,,u~rto de. neumonía en 10-Va, Ei~i~clo~Unidos. El virus se conservó y replicó 

en cultivó de:·"~éiLia~:c1.;; cor~~tes nasales .(:;;,n: #iE;J¡c;:I¡;;;EM (Medio mínimo esencial) a 37 c. El 
• .:e:: -c:·;i_:::.~r,~~:;,~:·.:·,~:'.~····:--:·.'. ... ·;'.< .:' .:_ .. - .·: .. ·,,.- ,-::-,·~"'~''..::::~,~J+-~0::.t~(:;;:r;r,~·:·.·.'~· .:- , 

inoculo viral del"l1p5ctro'.6~ unidades h_emoaglutinant~!;;•[en•:pruebas de hemoaglutinacion directa, 

realizadas ~~~;:,¡~.;,e~t~ ·.;;·.,·el labÓratbri~ ~¡;;i;id~~'bici'r6~í~ clel Departamento de Producción Porcina 
• , ' 0 ·.:. •" _,;,•: ."_.",::;c.;.;,·,,:·-;·,;,•·.·\~:·<:_",':· . ,,_,;. 'M'/,_•', ~:'.-.. ·:·-~f,;,<::~;~~·;:;;:~.-:-;;~~Y~ .. ::~:..> • 

de la Facultad de Medicina .Veterinaria y Zootécnia; de)a UNAM . 
. :· .. ·_,_:;_ ,.,, .-:.~:'.:'~~~:'_,/::.: ~;'·~r~-~-~,: 

Se utilizaron 2ni1 de la solución que é:6iíi:enÍa 'a1 .virus, el cual se inoculó a los 5 animales por 

vía endotraqueal, desinfectando con alcohoL.pre~i~mente la zona a puncionar, que se localizó entre 

los anillos traqueales del 2° tercio de la mi~ma .. Los 3 animales, del grupo testigo, se inocularon con 
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2 mi de SSF por la misma vía. Posteriormente al grupo desafiado se le administraron 2ml (3mg/ml) 

de dexametasona por vía intramuscular del 3° al 6° día. 

VII.9. DESAFÍO BACTERIANO. 

Al día 7 del calendario (CUADRO 2.1), se _co,,'.,pletÓ ~f.cie5afi6 con. una .. cepa. viva de M. 

haen7olytica serotipo A2, recuperada de un animal. mUeirt:<J'·~.;' un proc~so neumÓnico en campo, con 

la cual se realizaron otros ensayos que comprobare~ s~~~tC>l:iéni~idad!;Las"c()fonia~bacte',:iánas s~ 

~:~:lf 2:~:~~~~:~;:~~~::~i~~~~€~~~~if ;i~~lJif~i~~{~Ji~~ 
los animales del grupo testigo, en la misma forma en ~ue:~~ ádrili,~istrÓ.~1:virus'Fil3's ciias a~tes. 

:r ••' • •· - •··:;,"• ' - .,. '• • •' 

Simultáneamente se continuó con la administración de dexámetasoíia a dosis de· 2i:n1 (Grng) por vía 

intramuscular hasta el día 12 °. 

VII.10. ANÁLISIS HISTOPATOLÓGICO. 

Finalmente el día 16° se sacrificaron los animales tanto ~el grup_o de desafío corno del grupo 

testigo, para evaluar la presencia de lesiones neumó_nicas:y :oi:i_tener muestras de pulmón 

representativas de las mismas de aproximadamente 05 cm {; que abarcaban zonas de lesión y 

zonas de tejido sano, las. cuales se fijaron en ·forma.lina.'amortig.uada al 10º/o para su posterior 

análisis histopatológico. ~ \'., < .·,. ';: . . . . ;~.": 

A partir de e5ta fase y• cori el áislarriiento de I~ c~pade M. haen7olytica inoculada, a partir de 

las lesiones netirnónít;'as'.'~e µi()'i:~dicS_·a r~á1Í~~r la ,;,isma metodología, ya descrita para el muestreo 

de campo, con los,~u~ro~:~~ !(')~-~~¡,:;,~-les expe~i~entales (7 muestreos), CUADRO 2.1. 
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CUADRO 2.1. Calendarización del desafio viral y bacteriano, así como del 

muestreo de sangre de los animales desafiados experimentalmente. 

9 

: .... 10 

11 

···.<12 .. 

13 

14 
15 

DESAFIO 

i:>. VIRAL ( PI3) 

Dexametasona (lml) 

Dexametasona (lml) 

Dexametasona (lml) 

Dexametasona. (lml) 

D. BACTERIANO 

·· ·Dexámetasona(2ml) · 

Dexametasona (2ml) 

. Dexametasona (2mlr 

Dexametasona (2ml) 

SACRIFICIO 

D: Desafío 

SANGRADO 

SANGRADO 

SANGRADO 

SANGRADO 

·sANGRADO.::.· i 

SANGRADO· 

TE < •• ,,.;."','¡,T~ . 
"ul~ 1.! ;·; 

FALLA DE L-ü<uE.N_ 
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VIII. RESUL TACOS 

Se obtuvieron un total de lSS sueros entre los que se encontraron animales de 1° muestreo, 

que eran básicamente animales con cuadro clínico de neumonía (ENFERMOS) y animales de 2° 

muestreo que correspondían a los animales enfermos que no murieron del proceso neumónico 

(CONVALECIENTES ). También se realizó el muestreo de animales clínicamente sanos. De los 

animales desafiados experimentalmente (8) se obtuvieron un total de 56 sueros, de acuerdo al 

~ú,:,:.e~o :¿e muestreos (7) según lo marca 'el calendario de desafío. Obteniendo un total de 211 

s'u'ér~s,. los cuales se conservaron en congelación hasta su uso para el desarrollo de las diferentes 

prúebas. 

1) ANÁLISIS DE LA RESPUESTA INMUNE A LA LEUCOTOXINA. 

Se obtuvieron los títulos promedio de los anticuerpos antileucotoxina mediante el cálculo 

del logaritmo natural del título promedio y se procedió a graficar los datos de los animales 

muestreados en campo. Como se muestra en la FIGURA 1, los títulos más altos correspondieron a 

los animales convalecientes (4); éstos descendieron en los animales enfermos (2) y se observó una 

respuesta relativamente alta en los animales clínicamente sanos (3). 
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FIGURA 1 
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FIGURA 1. TÍTULO PROMEDIO DE ANTICUERPOS 

ANTILEUCO.TOXINA DE ANIMALES MUESTREADOS EN 

CAMPO. 

Posteriormente se procedió a obtener las respectivas varianzas del título promedio de 

anticuerpos-anti-LKT, obteniendo una respuesta altamente significativa para el título de 

anticuerpos del grupo de animales convalecientes (p s 0.01) con respecto al grupo de animales 

enfermos y sanos. En tanto que la respeuesta inmune entre el grupo de animales enfermos y sanos 

no tuvo diferencia significativa. 

~·, .. , , · -~-:~,¿t .2~~·~-L ,'.~ .. · ··: 
En los: cini~~Íes expe~iment~les, tanto deL grllpo'te5tig0.'com6 del grupo desafiado, se 

rea liza ron.· 7 • m u~t'r~ó'~.;~~rol~~ié?s para deterr;ilrla r' la :-~r~~'~cla: de anticuerpos antileucotoxina. La 

. :;:::;~~{~~t~~~fi[~~·t~ii~!!~l~2~~~t:~~~==~:::~,::~;~:: 
más (8.64) .. 'Sin elll~argo;:posterior,al:segundo muestreo, los títulos descendieron notablemente, la 

resp~esta in mu~~ J~;;'ó ·~.;,:q~~ ¡;~;~:ei'dr'á ·fo, f~cha del último muestreo, los títulos se estabilizaron 

en 7.3, como J~in~estra I~ FIGURÁ 2 .. 



El grupo desafiado presentó un patrón inmunológico de anticuerpos antileucotoxina muy 

variable a diferencia de· los animales muestreados en campo y del mismo grupo _testigo; ya que 

estos presentaron un título promedio de 7.84 al día 1 del calendario del-.desfio y.como se puede 

observar. en _la. FIG~RA 2 éste se encuentra por debajo del título .. pronied_io qu":_aléanzaron los 

animales de1:'9rupó'i:estigo (8.31) al mismo día del desafio experimentaL;'Posteriormente en el 

seg~ncfÓ ~u-est~éo (día 3) que correspondió al desafío virai, los animal~:;del :grupo desafiado 

elevaron sú r~s-puesta (8.24) casi al mismo nivel que alcánzaron¡6s dei'~';LJo t6itigó (8.64), para 

el día S . posdes~fí6 viral, el título descendió a 7 .84 present~:ndo'f~;·/ri;i~rrld· título en el que 

comenzaron estos animales en el primer muestreo (7.84): Para el día?>qúe correspondió al desafío 

bacteria~o, los títulos descendieron aún más (7.64): Sin er:ri~'aig~',bara, el día 12 posdesafío 

bacteriano los títulos se elevaron (8.06) y lo continuaron :hacienélo':h~ta el último muestreo que 

correspondio al día 16 posdesafío bacteriano alcanzado tít~los:p;¡;;'fr;'~bi'o de s.s. 
~, - ~- - _e; 

Finalmente se procedió a obtener las respectiJ~~\:&~ri~~~ii del título promedio de 

anticuerpos-anti-LKT, del grupo testigo, donde se observó" ~u~::~c:;~e',.i~te diferencia significativa 

entre los.diferentes muestreos de acuerdo al calendario de inÓculaC:ión';·:'exC:epto en el en el segundo 

(día 3, desafío viral) y quinto muestreo (día 12 posdesafío« bacte~iano)/ los cuales presentaron 
. . . " .. . ···-. .- :'··· ·, .. 

diferencia significativa (p :SO.OS) con respecto al resto.de los·muestreos;-.Mientras que en el grupo 

desafiado, sol~ hubo diferencia altamente significativ~ ( p _S: o·:Ó1) en'. el ~uestreo del día 7, fecha 

del ~esafío_ bacteriano. 
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2) ANÁU:SIS de PAGE- SOS. 

Los perfiles de proteínas, en geles de poliacrilamlda al 12.5 ºlo, teñidos con Azul de 

Coomassie a partir de aislamientos de M. haemolytica serotipo A2, consistieron en obtener las tres 

diferentes fracciones celulares: proteínas de membrana externa",' proteínas de membrana interna, 

así como proteínas citoplasmáticas (FIGURA 3) para posteriormente establecerse diferencias en 

cuanto al patrón proteínico de las diferentes fracciones. Los perfiles de proteínas de las tres 

fracciones presentan cierta similitud más no son idénticos, ya que como se observa en el gel, 

existen proteínas que comparten las tres fracciones. Las proteínas que evidencian mayor diferencia 

se encuentran marcadas con flechas sobre el gel. 

kDa 

207kDa-

120 kDa-

78kDa -

47 kDa --• 

MP 1 

·.~@:-:1*) 
í~ 

2 

PME 

FIGURA 3 

3 4 5 6 

PMI 

7 8 9 

·.:. 

{.~· 

'---y----' 

PMC 

FIG. 3 Electroforesis de las tres fracciones celulares de M. haemolytica. 

PAGE-SDS al 12.5% teñidos con Azul de Coomassie. Marcadores de Peso Molecular 

(MP), Carril 1, 2 y 3: Proteínas de 

Proteínas de membrana interna (PMI)., 

citoplasmáticas (PMC). 
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Una vez establecidás las diferencias en las tres fracciones de proteína de M. haenJolytica 

serotlpo A2, se procedió a realizar· geles. de poliacrllamida al 12.Sº/o, teñidos con Azul de 

Coomassie, en donde se determinó. él: patrón. de proteínas de la fracción de membrana externa 

como se muestra en la FIGURA-4;--E:n I~- slgÚiente electroforesis, se detectó una gran cantidad de 

bandas de proteínas de vari~ble~ p~sc:is :moleculares, este mismo patrón proteínico se observó en 

los consecutivos corrimientos eleétroforél:iC:os. 

FIGURA4 

MP 1 2 

185.38 kDa 
___ ..,. 

118.9 kDa ___ ..,. 
SS.OS kDa 

___ .,.. 
f.2.13 kDa ---·.,.... 

~? .~ (. 
' ¡ 

51.19 kDa 
___ .... 

-~ ...... 1i; ~~ ... .-..:. . ..i 

38.20 kDa ... 

26.08 kDa 
___ ..,. 

20.21 kDa ... 

FIG. 4 Electroforesis de la fracción de proteínas de membrana externa de 

M. haerno/ytica. PAGE-SDS al 12.5º/o teñidps con Azul de Coomassie. Marcador de 

peso molecular (MP); carril 1, 2 y 3 : proteínas de membrana externa de M. 

haemolytica. 
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De los diferentes aislamientos de M. haemolytlca se obtuvieron fracciones de membrana 

externa que se corrieron en geles de poliacrilamida PAGE-SDS al 12.S º/o, obteniendo corrimientos 

electroforéticos homogéneos con respecto al patrón de proteínas obtenidos en las extracciones 

anteriores según se observa en la AGURA s. 

220 kDa 
106 kDa 
90 kDa 

70 kDa 

MP 

-·· 
1 2 3 

FIGURAS 

4 5 6 7 8 

FJ:G. S Electroforesis de la fracción de proteínas de membrana externa de 

M. haernolytlca. PAGE-SDS al 12.5 °/o. Marcadores de peso molecular (MP)., carril 1 

al 8, proteinas de membrana externa de N. haemolytica. 

38 



3) ANÁLISIS DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA. 

Se seleccionaron 8 proteínas sobre PAGE-SDS al 12.5°/o de variables pesos moleculares de 

acuerdo a su alto porcentaje de reconocimiento en las inmunoelectrotransferencias por los.sueros 

de Jos animales muestreados tanto en campo como en la fase experimental, las cuales se muestran 

con flechas en la FIGURA S de la pagina 44. Para la evaluación de este reconocimiento. proteínico 

se tomaron en cuenta variables que pudiera influir en el reconocimiento de las mismas.tales como: 

Región, Muestreo, Grupo y Temperatura. 

3.1) Análisis de inmunoelectrotranseferncia por Región (campo). 

En las inmunoelectrotransferencias que se realizaron con las de fracciones de proteínas de 

membrana externa de /\!. haemolytica enfrentándolas con los sueros de los animales muestreados 

en campo, en la región de Chimilpa y Apan Hgo. Un suero (carril 7) reconoció a las 8 proteínas 

seleccionadas en la inmunoelectrotransferencia y adicionalmente reaccionó con dos proteínas más, 

no reconocidas por los demás sueros, dichas proteínas se muestran con flechas. Sin embargo, 

todos los sueros de estas regiones, reconocieron a la proteína 1 (94 kDa), 5 (53 kDa) y 8 (27 kDa), 

excepto un suero (carril 1) que correspondió a una animal enfermo (E) y que solo reconoció a la 

proteína S. En la FIGURA 6 se presentan las respuestas con sueros de animales enfermos (E) y 

convalecientes (C) intercalados de manera que se pueden apreciar las diferencias en cuanto al 

patrón de reconocimiento proteínico de los dos diferentes grupos de animales. Se muestran como 

patrón de reconocimiento a las proteínas 1, 3, 5, 6, 7 y 8, así corno sus respectivos pesos 

moleculares observándose el reconocimiento de la mayoría de los sueros a una gran cantidad de 

proteínas, que corresponden a las bandas que se marcan con flechas entre la proteína 3 de 68 kDa 

y la proteína 5 de 53 kDa. 
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106 kDa -
81 kDa -

47.5kDa -

-35.3 kDa 

28.2 kDa =: 

MP 

1 

E e E 

2 3 4 

FIGURA 6 

E E E 

5 6 7 

E C e 

8 9 

94kDa (1) 
68 kDa (3) 

53 kDa (5) 
45 kDa (6) 
35 kDa (7) 

27 kDa (8) 

FIG. 6 Inmunoelectrotransfcrencia del suero de animales muestreados en 

Chimilpa y Apan Hgo. Marcadores de peso molecular (MP)., carril 1, 3, 4, 5, 6, 7 y 

S animales enfermos (E)., carril 2, 8 y 9 animales Convalecientes (C). 
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En los muestreos serológicos realizados en Jilotepec en animales enfermos, se observó 

cierta homogeneidad con respecto al patrón de reconocimiento de las proteínas de membrana 

externa de M. haemolytica. Como se muestra en la siguiente· inmunoeleé:troti-ansferencia de la 

FIGURA 7, dicho patrón incluye a las proteínas 1, 3, 4, 5, 6, 7 y 8. 5e-nii.iesfra·cañ flechas sobre la 

membrana, las proteínas reconocidas con sus respectivos pesos m~le~~la.res. por-_ el suero de los 

animales enfermos mostrando un patrón muy homogéneo de reconocimiento hacia dichas 

proteínas. 

FIGURA 7 

MP E E E E E E E E E 

185.38 kDa ~ -118.9 kDa 

85.08 kDa 
62.13 kDa 

51°.19 kDa 
38.20 kDa 

26.08 kDa 
20.21 kDa 

- _:~ t·;,;· 1 (94 KDa) .. ~ :'+ 
-4--__ .,.. 

·~·· ;=!~i 6:f :·:~ .. --- .+- 3 (68 kDa) 
~ 4 (63 Kda) 

->-iiie-- 5 (53 kDa) - !;:,_ - 6 (45 kDa) 

7(35kDa) __ .,.. - ~ 
... 

-:~ 8(27kDa) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

FIG. 7 Inmunoelectrotransferencia del suero de animales muestreados en 

.lilotepec, Edo. de Méx. Marcadores de peso molecular (MP)., carril 1 al 9 animales 

enfermos (E). 
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3.2) Análisis de inmunoelectrotransferencia por Región (experimentales). 

Con respecto a las inmunoelectrotransferencia de los animales desafiados 

experimentalmente, se pudo apreciar un patrón cambiante de proteínas reconocidas por los 

sueros en diferentes tiempos posdesafío, desde el primer muestreo hasta el último. A pesar de que 

los animales a desafiar se evaluaron serológicamente contra las proteínas de membrana externa de 

M. haemolytica en su lugar de origen (Jaltenco, Edo.de Mex.), antes de ser llevados a las 

instalaciones en donde.se les desafió resultando negativos. Se observó que en el primer muestreo 

de sangre según.el calendario del CUADRO 2.1., la inmunoelectrotransferencia demostró un fuerte 

reconocimiento a las proteínas seleccionadas de M. haemolytica (FIGURA 8). Sin embargo, los 

sueros de estos animales también reconocieron una gran cantidad de proteínas adicionales 

marcadas con nechas sobre la membrana, que no aparecen en las inmunelectrotransferencias de 

los animales· muestreados en campo. Los sueros de este grupo reconocieron con mayor intensidad 

6 de las 8 proteínas, seleccionadas en los casos de campo. 



FIGURAS 

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

106 kDa - ! 

.t= 81 kDa 

48 kDa 

35 kDa 
28 kDa 

-
- .__ 

.__ - .__ -
D D T D T D T D D 

FIG. S Inmunoelectrotransferencia del 1 er muestreo de losa ni males 

desafiados experimentalmente. Según el calendario de inoculación (CUADRO 2.1) 

de los corderos en desafío experimental. Marcadores de peso molecular (MP)., carril 3, 5 

y 7 animales testigo (T)., carril 1, 2, 4, 6, 8 y 9 animales desafiados (O). 

1(94 kDa) 

3(68 kDa) 

5(53 kDa) 

6(45 kDa) 

7(35 kDa) 

8(27 kDa) 
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Al 4º muestreo, después del desafío viral, se realizó otra inmunoelectrotransferencia 

(FIGURA 9), en donde se apreció claramente, una gran reconocimiento por' las 8 proteínas 

seleccionadas en·.campo. Este muestreo coincidió co·,:¡ la .fecha del desafío. bacteriano:.y ~ hasta 

este momento, cua~do ros animales entra~on en cont~ctcicon la bacteria viva al'serJno~ulada por 

vía endotraqueal. Sinembargo, se siguió observandc)·:el re~onocimiento de un·ase~i~':cÍe pr~teínas 
adicionales quese salen d.e las establecÍdas preiiiame~te e identificadas por;lo~·s~.J~r~s de los 

animales muestread.os en campo . qúe cqrp_c) _se múestra en el gel (FIGui0\'.1}/;'~()n las s 

preestablecidas en el patrón de reconocimiento;·para los sueros de dichos animale5>ccirr1() se puede 

apreciar en la inmi.tnoelectrotransferencia; ·¡c:í;••sÚeros de los animales tanto. del ~~úp()\e;;tigo (T), 

como de grupo desafiado (D{ permanec.ier()ri'reconociendo las 8 proteínas est~·ble~idás y además 
._.,' ···. . -.-- - "•' .... --- . 

se apreciaron otras bandas de proteínas que· fueron reconocidas por estos animales." Se muestran 

con flechas sobre la inmunóelectrotransf~rencia, muchas de las proteínas ~·ci'iC::{6ria1es reconocidas 

por los sueros de los animales desafiados. 
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MP kDa 

185 
118 
85 
62 
51 

38 

26 

20 

FIGURA9 FIGURA 4 

T T T D D D D D MP kDa 1 2 
- 1 i·:·,~.·:r::.: 

-- ~ .__, .. 185 
1 118 

:.,. ,. - 85 

4 62 

-4--' 5 51 ..__ 
6 38 ..__ 7 

26 

-~ 8 20 
__..¡_ ~----

FIGª 9 Inmunoelectrotransferencia del 4° muestreo de los animales desafiados 

experimentalmente. Según el calendario de inoculación(CUADRO 2.1). Marcadores de 

peso molecular(MP)., carril 1, 2 y 3 animales testigo (T)., carril 4 ••.. 8 animales desafiados 

(O). FIG. 4 PAGE-505 al 12.5º/o teñido con Azul de Coomassie. Marcadores de peso 

molecular (MP)., carril 1, 2 y 3 PME de M. haemo/ytica. 

3 
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A partir del mayor reconocimiento con los sueros de los animales muestreados tanto en 

campo como experimentalmente sobre las electrotransferencia; se muestran sobre el PAGE-SDS al 

12.5°/o las 8 proteínas seleccionadas para su posterior evaluación en el presente trabajo. En el 

siguie-rite· cOrrimiento electroforético (FIGURAS) de los diferentes aislamientos de M. haernolytica 

se muestran con flechas dichas proteínas con sus respectivos pesos moleculares. 

220 kDa 
106 kDa 
90 kDa 

70 kDa 

MP 1 2 3 

FIGURAS 

4 5 6 7 8 

~- ... :•·· 
.µ;,..-; 

FIG. S Electroforesis de la fracción de proteínas de membrana externa de 

M. haernolytica. PAGE- SOS al 12.5 º/o. Marcadores de peso molecular (MP)., carril 

1 al 8, proteinas de memnbrana externa de M. haemolytica. 

----------- .. --· 

1 (94kDa) 
2 (88 kDa) 

3 (68 kDa) 
4 (63 kDa) 
5 (53 kDa) 

6(45 kDa) 

7(35 kDa) 
8(27 kDa) 
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4) ANÁLISIS HISTOPATOLÓGICO DE MUESTRAS OBTENIDAS DEL GRUPO 

EXPERIMENTAL. 

Al finalizar el periodo de desafío, se realizó la eutanasia a los corderos tanto del grupo 

testigo como del grupo desafiado, para posteriormente realizarles la necropsia y poder definir el 

daño al pulmón. 

Lesiones macroscópicas: 

Los pulmones de los 3 animales del grupo testigo no presentaron cambios patológicos 

aparentes. Mientras que los 5 animales del· grupo experimental presentaron pulmones que en 

algunas zonas no colapsaron, así como zonas ·m¿ltifo¿a(e5 de coloración grisáscea. Se observaron 

también en los lóbulos anteriores zonas muitifocales d~--~_olór rojizo que sugerían congestión. Las 

lesiones observadas fueron sugestivas de neuÍrionía intersticial; sin embargo, sólo uno. de ·los 

animales presentó una zona de consolidación roja e~ ei' lóbulo· anterior derecho, sobr~ la cual se 

encontró abundante material de aspecto fibrilar, de colo~ amarillo, el cual se extendía liada el saco 

pericárdico, además de formar adherencias del_ pulniÓn. hacia la pleura y los lób:ulos;;pulmonares 

adyacentes. Sólo este individuo des~rrollÓ _lesiones. de hidrotórax e hidropericardio;c además del 

cuadro de pleurobronconeu111onÍa fibrinosa característico de la pasteurelosis. 

Lesiones microscópicas: 

· Mic~<:lsé:ój;i~~m~;,t~ los pulmones de los 3 animales del grupo testigo, desarrollaron grados 

variables de ngl.J.,:,C,;,ía.intérs~lciai q¿enuctuó de leve a moderada, predominando en el cuadro de 

lesión la hiperplasia dei"tejido:llnfoié!"i¡a~ociado a bronquiolos. Es importante señalar que a estos 

animales solo se" les ad~inistr~_s'=!h::icÍón salina fisiológica por vía endotraqueal, tanto en el desafio 

viral como en el desafío baéteríar:p:-:;;'·' ·. 
:,·'.~; . .'-¡ ,,, , 

\,···' 

Los pulmones de·.los:~n_h:;'.iales_desafiados desarrollaron en su mayoría (4:5) neumonías de 

tipo intersticial difusa que fl.uctuó de moderada a severa, en la cual se podía observar el 

engrosamiento del epitelio alveolar por hiperplasia de neumocitos II y ligero infiltrado mononuclear, 

así como también era evidente la hiperplasia del tejido linfoide asociado a bronquiolos. Solo un 

animal desarrolló una bronconeumónía fibrinopurulenta aguda que microscópicamente se distribuía 

de forma difusa severa. Los principales cambios observados fueron vasculares e incluían 

.¡7 



hemorragia, congestión y edema, así como la presencia de fibrina depositada principalmente entre 

los septos interalveolares engrosándolos y haciéndolos más .evidentes,. la pleura se encontraba 

igualmente engrosada. 

El tejido alveolar se encontró ocupado principalmente 'por .. Ún infHtiacÍ6_inflamatorio de leucocitos 

polimorfonucleares (neutrófilos) y en menor cantidád Í~'uc6~itb~·::"m'o-nc:inucleares, macrófagos 

alveolares, los cuales se observaron en la luz de alveolos y .de algu,no~:bronquios y bronquiolos. En 

otros campos era evidente la necrosis licuefactiva .. del pa~én'qu_irna pulmonar, además de 

presentarse "células en avena" distribuidas multifocalmente. 

5) ANALISIS ESTADISTICO. 

Se realizó el análisis estadístico, con base a f~ec,jenC:i~ ~(porcentaje de los diferentes, 

eventos durante el desarrollo de la investigación, esta,bl~c!~~clÓ l~,'?.iit~i,b~~ió8,de; los mismos, así 

como frecuencia y porcentaje. Para dicho efei:to·se .vaciarc:iii,léis::datos:obtenidos :a un programa 

estadístico (Stata.7) elaborado para los departame~té:i~d~,e'~i~~;:¡:;¡~)~~f;dli';3;5),;(;ARPA. 
!/ '.·~~·:··.:";',-:·'.<> :~~~ ">-"-' ':;/, ~ ••r'J <;; ._,,-,.,_!:':_'";•/'~ t,'· 

Posteriormente se realizó un segundo análisis -es~k~f~;i·c;;,:~dt~~i~,~~do '.Sistema de Análisis 
' ' ' ' ' ' ' ''", "·' »:.>. ,,,·.,c.;1:·::::,::;~·.;c~;·.;t,"='~!'::;;:.;;;.~::f::.:;; '. ·,' ' 

Estadístico: Statistical Análisis System (SAS) de la. Universid_ad:de>Carolina;del Norte, utilizando un 
• . ~· •. ·,-... ·- · ·• ·• - ·: ·:. ·• :·: .. ··~"·~··.1:-:<~>,·t:>::>f;f:'/.'..:~~;1.·<:i'zz;~;·.f'!;~~:A~·-;n/:·:~\:· ... :_:·,, 

procedimrento logrstrco (proc logrstrc) no parametrrco,' en:dond~:.se¿evaluo la respuesta de las 8 

dife~entes proteínas'', contra las ' variables,' de ~eglÓrí:'i~~::;;:;:~~i~i'¡'.}J.;'.)_ g~úpo y temperatura, 

determinándose media~ie 1a · ;espuesta de ·:·si"., : c~anci.::/:·~~,N~5g,.:;~2ii5·:1a proteína otorgándole 1a 

calificación de 1 (uno) y cuando no se recono~ió .1a' ;~ot~Í~~\'~~·1~--g~;;;i~~¿ la calificación de o (cero). 

(CUADRO 2.2) 
,~.; .' 
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CUADRO 2.2 Análisis de Máxima Verosimilitud de la respuesta a las 8 proteínas, contra 

las diferentes variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

Temperatura 

Grupo 

* : Significativa (p,; O.OS) 

** : Altamente significativa (p :5 0.01) 

NS : No Significativa 

** 
NS NS 

** 
NS ** 
** NS NS ** 

5.2 ) Análisis de frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteínas 

por los sueros obtenidos en las diferentes regiones y de los animales desafiados 

experimentalmente. 

En el CUADRO 3.1 se muestran frecuencia y porcentaje del total de muestras obtenidas en 

cada una de las regiones. A pesar de que cada región presenta características medio ambientales 

propias, se pudo observar en todas, una mayor capacidad de los sueros para reconocer a la 

proteína S (53kDa) y 6 (4SkDa). Sin embargo,. hubo regiones que reconocieron adicionalmente, 

proteínas de bajo peso moiec:ular_ com.o ,en Temoaya, Apan, Jaltenco y Chimilpa donde los sueros 

reconocieron a las proteínas l. (94kDa); 3 (68kDa), 7 (35kDa) y 8 (27kDa) en forma relevante. 

Para el d~a;,~!~Jg~r~·~:;:::o~servó que el mayor porcentaje de reconocimiento ocurrió 

al utilizar los sÚer6~'d~~Í;:;~:1~~<¡';;;~1é's desaftados experimentalmete, para las proteínas 6 (45kDa) y 8 
. ' ,_ ;~,¡-~:._;,4:~,, ... ;~'·,~~j:?;.~,/_::;'.·::-..:·. ,·.~' ;;,~:- .,,,_,. . ~ 

(27kDa) con" un'i86º/~);yf840/ci''respectivamente. El resto de las proteínas muestran a su vez un 

elevadÓ po;cent~.f;,;'f[f~~,~~¿6-~o~i;;:.Í·ento en comparación al de los sueros obtenidos a nivel de campo . 

. ··. se.,-Z;fiJit~~~~!~fk;: Ía'. distribución en cuanto ª frecuencia y porcentaje. del total de 

muest~e~s-(#í.i')-t~~it;;:o'i,',-~í;:,el decampo (155), como a nivel experimental (56). Como se puede 

apreci~r, el_~~;,;ci·;~~;i¿¿¡,'¿;~imie~to 16 obtuvieron Ja proteina 5 de 53kDa con un 62.09 %; la 

proteína G de:;-5 k:Ó~ '¿c;niin 67.77% y Ja 8 de 27 Kda con 54.98%. 

----- l 
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CUADRO 3.1 Frecuencia y Porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteínas por los sueros obtenidos en las 

diferentes regiones y de los animales desafiados experimentalmente. 

JILOTEPEC 
11(31%) 114(33%) 1 28(67%) 1 30(71%) 1 4(10%) 1 11(26%) 

(n=42) 
13(31%) 15(36%) 

JALTENCO ¡-

(n=8) 
3(38%) 3(38%) 5(63%) 1 3(38%) 1 4(50%) 1 2(25%) 1 0(0%) 1 4(50%) 

Cuautitlán 
1 4(50%) 1 1(13%) 1 2(25%) 1 1(13%) 1 1 1 1(13%) 1 

(n=S) 
4(50%) 7(88%) 0(0%) 

TECAMAC 
1 15(38%) 1(3%) 9(23%) 21(53%) 

5(28%) 4(22%) 

0(0%) 0(0%) 

CHIMILpA,::;;~, .,.,,_ '·'·"''"·"'• "'· 

. '"~'~}~~i,i~J,: 
DESAFIO 

:.·.' 

EXP.(n=56) 

TOTAL (n=211) 1 57(27.01%) 
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5.4) Análisis de frecuencia y porcentaje del reconocimiento antigénico a las 8 

proteínas por Grupo de animales muestreados en campo. 

Del grupo de animales muestreados en campo, se obtuvieron la frecuencia y porcentaje de 

reconocimiento a las 8 proteínas según la condición de sanos, enfermos y convalecientes . En el 

CUADRO 3.2, se refieren estos resultados. Los animales enfermos como los convalecientes , 

reconocen en mayor porcentaje a las proteínas 5 y 6 mientras que los aimales clínicamente sanos, 

reconocieron en mayor porcentaje a las proteinas 6 y 8 en niveles menores. 

CUADRO 3.2 Frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas 

por Grupo de animales muestreados en campo. 

GRUPG Pt1 PU pt'.5 ~4 PU Pt6 Pt7 Pt8 

ENFERMOS 

1 (n=96) 
22(23(Vo) 15(16"!.>) 26(27%) 23(24%) 57(59%) 58(60%) 21(22°/n) 45(47º/o) 

1 

CONVALECl E!';;:E·s·-¡------------- ---------

(n=34) 
11(33%) 7(21"/u) 10(29%) 13(38º/Q) 22(65%) 25(74°/o) 2(6%) 11(32%) 

SANOS 

(n=25) 
1(4°/o) 1(4°/o.l) 9(36%) 2(8%) 10(41%) 12(48%) 3(12%) 13(S2%) 

--------·--;·: .. 
\,14 l' --

'F .ALLl-( Ll l':, v r-.i.i..:da N 
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FIGURA 10 

Pt1 PI 2 Pt 3 Pt4 Pt 5 Pt 6 Pt7 

DENFERMOS ICONVALECIENTES DSANOS 

PORCENTAJE DE RECONOCIMIENTO DE LAS 8 PROTEÍNAS EN ESTUDIO DE LOS 

ANIMALES MUESTREADOS EN CAMPO. 

Pt = PROTEINA 

Pt 8 
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5.5} Análisis de frecuencia y porcentaje del reconocimiento antigénico a las B 

proteínas por Grupo de animales muestreados en el desafío experimental. 

De los animales desafiados se obtuvieron 7 muestreos, tanto del grupo testigo (21) como 

de los animales del grupo desafiado (35). En el CUADRO 3.3, se muestra la frecuencia y el 

porcentaje de reconocimiento a las 8 proteínas con la fecha de muestreo, así como con los eventos 

del desafío viral y del desafío bacteriano, los cu_ales corresponden al día 2 y 7 respectivamente. 

Como se puede observar, los sueros de los animales del grupo testigo reconocieron principalmente 

a la proteína 6 con un 86º/o y en segundo lugar a la proteína 8 con un 81°/o. Cabe mencionar que a 

estos animales, solo se les administ~ó SSF durapte el desafío. Se muestra la variación de 

porcentajes_·._Cle;r~co'llodmiento. que tuvieron ·los_ an_imales del grupo problema de acuerdo al 

calendario cie;'i;,~~·;.;i~adón/ •· 

Llama la atencion, 1a:e1evad_a respuesta por las 8 proteínas al día 1 del calendario, ya que 

se supone, los a~im~ies no habían entrado aún en contacto con la bacteria. Para el día 3 posdesafío 

viral disminuyó drásticamente el reconocimiento por dich_as prot~ín~s y para 'el día 7, fecha del 

desafío bacteriano, I~ respuesta se exacerbó nuevamente a las 8 prbi:~Í¡:¡¡;.5úin~·l;nénte; ·para el día 

9, fecha del ·último muestreo posdesafío ·bacteriano, la resp¿-;;ta-<f~~~::r,·~¡-a/~ara··.·las. primeras 2 

proteínas y comenzó a elevarse para las últimas _4 den~ta~d·C>~~¡i;~~á;.~i·ie:¿'t;~C>cÍmiento para la 

proteína 6 y 8 con un 100% y en menor porcentaje, las pr6t~íri~~~':-.:?i?b'i-i~(i~1··aa~io. . . - ',. -._ ·::·.:-~~~<-<~~·, -:::_>\~'./ .·.· -~ 

pudo 

calendario de_ inmunización. Coincide de. fCJrma·: relevante;:·; la i fecha de mayor reconocimiento 

proteínico con la fecha en que los animales.demosfrarciri elevación de temperatura (fiebre). 
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CUADRO 3.3 Frecuencia y porcentaje: de reconocimiento de las 8 proteínas del grupo de animales 

muestreados en condiciones experimentales y que presentaron Fiebre. 

:· .. 
MUESTREOS 

····:'PT3 :'..:~~- ... PTS ··. 
.~T7:. 

3:3 3:3 3:3 3:3 3;3 3:3 3:3 3:3 
!)TESTIGOS 1 ºM 

100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

2:5 2:5 2:5 2:5 2:5 2:5 2:5 3:5 
1) FIEBRE l ºM 

40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 50% 

::=:.)t,.;~:T~í~~-:~:~i:".'·· .. 2-:-3 2:3-:·· 
.. ·2:3 3:3· 

::.¡&ff." si~· . ·;,~·· ... ::. ~=~-~ 
2) DESAFIO 2ºM 1:5 o 5:5 5:5 S:S 5:5 5:5 5;5 

Oiol 2 De5-."lfioV1tal 20% º"" 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

o:s 2:s 2~S 
.. ·:2:s···· 

2)Fl~RC.2 .;M 
0% 40% .".40•H,:_:'. 

o o o o 3:3 3:3 
3) TESTIGOS J•M 

0% 0% 0% º"" º"" 0% 100% 100% 

3)"0ESAFIO 3"'M :·o o o .• 
,.-·s:s ~:s. 
:·:: 

·o;a· :3" ~ ... .1~r.o Vtr.11 <>% º..;_:. """· -~: ·1C\6%" ~~~ 
2:5 o o o o 2:5 2:5 

ºM 3) FIEBRE 3 
40% 0% º"" º"" º"" ... 40"" 40% 

.. ... .. 
. ·"3;3 _j;J ::·: . <:~:y'-~~~ .. ::::'.· : : ~">.'!.~i~.OS: 4 

2:3 . 3:3 ):l 
•M 

1s% :.:··i·oó% 100% :.·. 
.··. 100% t.~ =.~OO'*t. 

4) DESAFIO <-l"M 5:5 5:5 s:s 5:5 5:5 5:5 1:5 S:S 

Día 7 D. Betel""''ª"º 100% 100% 100% 100% 100% 100% 20% 100% 
.. 

~)._FlEBRÉ "1. 
,.'4.i,!f,· :· "l:S -~·· .. 

'"1:5 4:5: 
"M =}· '"80"'1; :BO"ff. 

.. 

"""" 00%" 
3:3 3:3 1:3 J:3 J:J J:J o 3:3 

5) TESTIGOS 5"M 
48% 100% 48% 100% 100% 100% 0% 100% 

·· ,., ·S):oEWtC{s'.'M . ..:2:s ·,:-:3:_~·:::: · 1iS ·. = ·s:S='' 
-;_O;;, s.~ O.~P....tr;ter. 

.. 
40% .. · ..... 0% &'>'lb:; "°"" .. 1~: 

5"M 
O:S O;S O:S J:S 1:5 0:5 o 2:5 

S) FIERRE 
0% º"" 0% 20% 20% 0% 0% 40% 

6) DESAFIO 6•M o o o o 5:5 S;S o o 
Oía 7 post O.Bacter. º"" °"" 0% 0% 100% 100% 0% °"" 

o o 1:3 o 3:3 o 2:3 
7) TESTIGOS 7"M 

º"" 0% 48% 0% º"" 100% °"" 81% 

; ... , ·:::·7)·0i:SAAO ·?.~M 
: ... -;" ··:.-: :. ~· ;,~ 'P-'>~.-~;&~tei~ ... 

o o 1:5 2:5 1:5 2:5 1:5 2:5 
7) FIEBRE 7°M 

º"" º"" 20% •0% 20% 40% 20% 40% 

FIEBRE: 39.6 e a 41.7 e Tº NORMAL: 37 e a 39.S e D= Desafio M=muestreo 

~--.. -·-· .. ---· -, 
''¡-•. , ... ... . . 

V.!.tJ.1.il::N 5-t 



S.S) Análisis de reconocimiento antigénico a las 8 proteínas del suero de 

animales que desarrollaron fiebre en condiciones de infección natural (campo). 

Se establecieron rangos de temperatura febril por arriba de lo normal según lo marca la 

literatura 121 (39.6 e a 41.7 C), para poder determinar y evaluar de forma más real, la temperatura 

de dichos animales, ya que una gran mayoría de ellos salían del grupo a evaluar y su temperatura 

varió por cuestiones de manejo o,_condicion_es medio ambientales. Por esta razón se consideró como 

animales con temperatura n6rma1;_'a aquellos que se encontraban en el rango de 37 e a 39.S e, los 

cuales eran básicamente animaÍes'd,:riv~l-ecientes y clínicamente sanos. 

En el CUADRO 3.4,'s~:;:~l¡','J,~/~¡ t~tal de muestras obtenidas de animales en campo, en la 

región de Jilotepec, Ed~. d~ Mé~>/y :,~ de los que presentaron fiebre, lo cual correspondió a 

animales que cursaron con cuadro_ clínico_ de neumonía, así como aquellos que no presentaron 

fiebre. Como se puede apreciar en, el cuadro, los individuos que desarrollaron fiebre, reconocieron 

en un 60°/o a la proteína S -Y 6 con un 40°/o a la proteína 1. Sin embargo, en animales que no 

desarrollaron esta condición, reconocieron en porcentajes relativamente más altos, 70.37°/o y 

77.77°/o a la proteína 5 y 6 respectivamente. Solo se pudieron obtener datos de temperatura en 

ésta región. 

CUADRO 3.4 Frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteínas del 

suero de animales muestreados en campo en la región 1 (.JILOTEPEC,EDO. DE MÉX.), y 

que presentaron cambios de temperatura corporal. 

PROTEINA Pt1 Pt2 Pt3 Pt4 PtS Pt6 Pt7 Pt8 

6:15 6:15 5:15 5:15 9:15 9:15 3:15 4:15 
FIEBRE 

40°/o 13.33°/o 33.33% 33.33°/o 60°/o 60°/o 20°/o 26.66% 

7:27 2:27 6:27 9:27 19:27 21:27 1:27 7:27 
Tº NORMAL 

25.92% 3.70°/o 22.22% 33.33°/o 70.37 77.77°/o 3.70°/o 25.92 

FIEBRE: 39.6 e a 41.7 e Tº NORMAL: 37 e a 39.5 e 
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5.6) Análisis de reconocimiento antigénico de animales que desarrollaron fiebre 

en condiciones experimentales. 

En el caso de los animales desafiados experimentalmente (CUADRO 3.5), se les evaluó la 

temperatura desde el día 1 del calendario de inoculación (CUADRO 2.1), hasta finalizar dicho 

evento. Permitiendo monitorear la temperatura de los animales antes y durante el dasafío 

experimental y establecer, si la temperatura, corpor131 de los individuos podía influir en el 

reconocimiento de las proteínas evaluadas; En el CUADRO 3.3, se observa que el reconocimiento 

por parte de los animales que no presentaron. fiebre, clel .. grupo testigo, fue mayor, mientras que en 

los animales del grupo desafiado; 'aUITle~tó -~i, -~econ·ci.cimiento paulatinamente a las 8 proteínas, 
. ' . '. ' ' -•' . . ·' ~- -· .. 

siendo el 4º muestreo, el de máyor.reconocimiént?~· lo cual concidió con la fecha del desafío 

bacteriano y el marcado estado febril q·~e desa~r;;l¡~',;~·,:¡':~úatro de los cinco animales desafiados en 

esa fecha. En la FIGURA 11, se puede apreciar la variación de temperatura que desarrollaron los 

animales del grupo testigo con respecto a la .del grupo experimental, durante el curso del desafío 

según la fecha del calendario de inmunización. 

CUADRO 3.5 Frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteínas del 

total de sueros obtenidos a partir de animales muestreados en condiciones 

experimentales distribuidos según los cambios de temperatura corporal. 

PROTE NA pt1 pt2 pt3 pt:4 ptS pt6 pt7 pt8 

8:25 9:25 11:25 14:25 17:25 21:25 11:25 20:25 
FIEBRE 

32°/o 36°/o 44°/o 56°/o 68°/o 84°/o 44º/o 80°/o 

15:31 13:31 19:31 20:31 25:31 27:31 20:31 27:31 
Tº NORMAL 

48.38°/o 41.93°/o 61.29% 67.74% 80.64°/o 80.09°/o 64.51°/o 80.09% 

FIEBRE: 39.6 e a 41.7 e Tº NORMAL: 37 e a 39.5 e 
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FIGURA 11 
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IX. DISCUSIÓN. 

En el presente trabajo, se evaluó la dinámica de la respuesta inmune humoral a algunos 

antígenos de M. haemolytica que fueron reconocidos por anticuerpos de animales sanos, enfermos 

y Convalecientes de cuadros neumónicos naturales y de animales desafiados experimentalmente. 

Tanto la leucotoxina (LKT) como las proteínas de membrana externa (PME) de la bacteria, 

despiertan l..fr1a respuesta inmune- específica; que puede ser parte de una respuesta protectora 

contra 1~ erir~·rn,-~dad, tanto en co~di~iones de campo como experimentales. 
. . . . 

a) ~eucoto~ina -

En. esta.;in~~Úgacion se<évaluaron los títulos promedio de anticuerpos antileucotoxina 

obtenidos d~ a~i,.;-,~les·'n:iúe~t~~~da's t~nto a nivel de campo, como desafiados experimentalmente. 
< ~ '.,.··.~·: .-__ ::·: '.: ~: .: ,·, 

.oe ···16:-: :ues~re6s reanzaC:J·o~ en campo, se - pudo observar, que 1os títulos más altos 

correspon.dieron a los anímale~ convaleél~nte~--c~n''un.título promedio de 4, estos descendieron en 

los animales clínicamente enfermos a 2 y l_a respuesta_ humoral de los animales clínicamente sanos, 

fue relativamente alta, con título promedio -de 3. Sin embargo, el análisis de varianza permitió 

establecer diferencias altamente significativas ( p s 0.01), entre los títulos de anticuerpos anti-LKT 

de M. haemo/ytica entre conva_lecientes y enfermos. En tanto que entre enfermos y sanos, no hubo 

diferencia estadística. Dichos resultados permite11 establecer;que el mayor título de anticuerpos 

anti-LKT, se obtienen en aquellos estados posteriores a la forma más activa de la enfermedad, 

indicando que la respuesta inmune se exacerba con mejor eficiencia, una vez que se ha expuesto al 

individuo al antígeno. Sugiriendo que la respuesta tiene elementos de memoria inmune y el 

estímulo de la presencia de la LKT en el pulmon del animal enfermo mejora el título sérico de la 

misma. 

- Muestreo experimental 

En los animales desafiados experimentalmente, la respuesta inmune humoral hacia la 

leucotoxina, varió notablemente en los animales del grupo testigo, desde el primer muestreo, los 

títulos de anticuerpos se encontraban elevados, con un promedio de 8.31, en comparación a los del 

grupo desafiado que presentaron títulos promedio de 7.84. Dado que los animales eran negativos 
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en la región de origen, esto sugiere que los animales desarrollaron un cuadro neumónico asociado 

al transporte en el periodo de adaptación adaptación en la unidad experimental. Para el segundo 

muestreo, los tíÍ:ulÓs se éle\laro~ aú~ más; S.G4 en los anirnale:S qué fungirían como testigo, por ---"- -- -- __ , ---- -- - - --- - -- -- =--- - - -- --- _-.-.--' - ~- --" :-. - -~ .-;; -- .-- - - - . ---·- - - -- - - . 

arriba cie los anirnales·'desafiados; Siri embargo; posterior al segundo muestreo los títulos en este 

grupo c()mEinza~oila Jk-;;.¿;,incier y el día 16, fecha del Últlmo".i1uestreo, se equilibraron en 7 .3. (FIG. 

2). Esta \la~i~~Íó'ri'cil~~~i~uerpos, en el grupo téstigo se .puede atribuir al estrés del transporte del 

rancho don.9e'~;;i_~o~pra~on (Jaltenco, Edo. de Méx.) al Instituto donde se realizó el experimento 

(Cuajifrialpa; Méx.' D.F), así como al cambio de instalaciones e incluso de alimentación. Aún cuando 

a estCÍs.·aniITl~l~s no se les desafió con antígenos virales o bacterianos, sí se les administró SSF por 

vía end~traqu~~I. 

Es importante señalar, que en este caso, los animales podían haber desarrollado una 

infección previa a M. haen10/ytica que al inmunodeprimirse, ésta se exacerbó. Los animales se 

muestre'a_ron en su lugar de origen (Jaltenco Edo. de Méx.) resultando negativos para anticuerpos 

contra _las . PME, pero no se realizó prueba alguna para determinar anticuerpos anti-LKT. Se 
; \, .. , 

translada'rona'las.instalaciones del INIFAP, dos semanas después de dicho muestreo, sin ningún 

período d_e tiempo posterior a su ilegada que permitiera su adp_tación a las nuevas instalaciones. 

Esto . se realizó. con la finalidad de inducir un mayor estado de estrés . .Y por lo_ tanto de 

inmunosupreción, que reprodujera con . mayor eficiencia, . 'r<I;; · C:o~dÍciories : que ·inducen la 

pre:entaciÓn del cuadro neumónico, en este caso _cie tipo .·~xperimént~i;; é p()sible c()ntacto con 

animales enfermos ,de neumonía en eLmismo reb~ño/ antes· d~ _su transládo al INIFAP así como las 

nuevas condÍcior'ies a.mbientales (ternpe.ratura5hún1éctád,_prescipitaciÓn 'pluvial .. etc.) , en las que - -, - - - . . : - - - - - - . -- _, -....... , _, .. ~ - . - -- - ' 

los animales se encontraban en di.chas instalaciOn'es, podÍían haber alterado de manera relevante el 

estado irimÜnológii:o tarlt() del ·~rupo t~tig~ ~oIT16 del grupo desafiado. 
•,,·-. 

- -~>- -

L~~ tí(L;;;~cÍ~ a~~i¿S~-~pis~~.;-~i:L;q del grupo testigo, presentaron diferencia significativa 

p s O.OS) erfel .s'e9ündo (día 2\desafío viral) y quinto muestreo (día 12: posdesafío bacteriano), 

el resto de los muestfeos no presE!ntaron diferencia estadística. En cambio, para el grupo desafiado, - . " . . - . ~ 

solo el cu_arto muestreo (día 7: desafío bacteriano) presentó diferencia altamente significativa ( p s 

0.01), con respecto al resto de los muestreos. 

Llaurence y colaboradores han reportado que en animales clínicamente sanos, M. 

haemolytica se encuentra presente en bajas cantidades en los pasajes nasales aislándose 

predominantemente el biotipo A serotipo 2. La exposición de ganado sano a agentes estresantes, 
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infecciones virales, cambios en las prácticas de manejo (transporte para Ja comercialización del 

ganado) y cambios en las condiciones del medio ambiente (calor y frío) permiten el crecimiento 

explosivo de la bacteria. y la colonización selectiva de ésta en el tracto respiratorio superior. M. 

haemolytica ha sido aislada postmortem de una o más áreas seleccionadas de la cavidad nasal a 

pesar de.obtener cultivos negativos antemortem. Esto sugiere que en el ganado sano puede ocurrir 

la recolonizadÓn. del. tracto respiratorio superior. 65 El comportamiento de los animales 

experimentales antes del desafío sugiere que desarrollaron un cuadro subclínico de neumonía con 

participación~·~~ M. haem~lytica que liberó LKT y estimuló la respuesta serológica, la cual decayó en 

12 días en la·medidad que los animales se recuperaron. 

Los animales desafiados experimentalmente presentaron un patrón inmunológico de 

anticuerpos antileucotoxina muy variable a diferencia de los animales muestreados en campo y de 

los animales del grupo testigo, ya que éstos, presentaron un título promedio de 7.84 anticuerpos 

antileucotoxina al día 1 del calendario del desafío, éste se encontró por debajo del título promedio 

que alcanzaron los animales del grupo testigo (8.31) al mismo día, a pesa~. de. q'ue hasta este - .. -. _, .. - .. ,·' ....... . 
momento no se le había administrado ningún tratamiento. Posteriornie~te'eñ el ségurÍdo muestreo 

(día 3) que correspondió al desafío viral, los animales del ~r~·¡:iá'.:éí~~fi~"d6' ~i~Ga~ti~ :;;~ respuesta 
• '.- "' < - • ••• -.- " ' ,_ - ., . ' . ~ • 

(8.24) casi al mismo nivel que alcanzaron los de;?I g~upo testigo (S;64);:para elidí~ '3 i:>ostdesafío 

viral, et título descendió a 7.84 et mismo título ca~ q,:/~ ~~rr;e;;~¿;';c;n"6!:0i"~;:ii~~Íes C:tesde el primer 

muestreo. Para el día 7, que correspondió al de5afíó•'6~~t~~j~¡:.¡·691~s'tft~los promedio continuaron 

des"cendieron (7.64). Este desce~so kn ·Jos i:Ít~los a ia' LKT cin~o días después del desafío viral, 

sugiere también la posibilidad,:de que el'.:vir'~s:exace~bó el cuadro neumónico natural del que se 

estaban recuperando los a.nin:i~1e5Fc~~stigos y··de~afiados). Sin embargo para el día s, posdesafío 

bacteriano, los títulos se ele,:,aron .cs:os) y lo continuaron haciendo hasta el último muestreo que 

correspondió al día.9, posde5á'fíc:í,bacte.;iano, alcanzado títulos promedio de S.S. 
- ... "~--,~.;,~·~.f~·;-: ... ; . 
,' 't~~···. ·, :: 

La infección·'._;i;:a1 ·'pfe~iá:al ·desafío bacteriano, genera inmunosupresión, lo cual podría 

explicar la caícia"d~;'.:~ítGi~~,·~.;/~~ti~uerpos antileucotoxina posterior al desafío viral y como estos 

mismos se elev'arí:•.posterior·:al':desafío bacteriano. Además el uso de dexametasona durante el 

desarrollo del .;~~P,~~i,±'f~t.i;;:('~~~fÓ':· reducir aún más la capacidad de la respuesta inmune de los 
animales. ....,:,,.,. "··.¡. i;::;.· 

-~~- '1 

;.,_• _ __,_·-

La recolonizaé:ión··por ·M. haemolytica del tracto respiratorio superior, ha mostrado estar 

asociada al man.ej~ ·~Ia. ~e.la~ión medio ambiente-estrés, así como también a las infecciones virales 
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del tracto respiratorio _inferio'r P()r,1a·6,~~teria~Liná vez_q~e ha._óc:UrrÍd~ la 

la bacteria puedesercultiv~c!~ ~:P~rl:i~,~~;,;1~li~e~~~~q~_e~1; 65
, -.· __ -_-_. __ -,, :· 

''.' .-~ .. 

Cravens y ,cCllabc;rad~re~; éval~<Í,ron di,fer~~tes biológicos a_ partir ~e M. haemolytica y sus 

diferentes antígenos y 'se concluyó que _la LKT era. uno :de' los-:principales antígenos, que debía 

incluirse en la formulación de los biológicos, ya que de-most~ó: i~dicir una elevada respuesta de 

anticuerpos neutralizantes a la LKT, que se traducían en una mejor inmunidad protectora. 122 Si 

éste antígeno, es uno de los principales expresados por la bacteria durante su fase de crecimento 

logarítmico mientras invade al pulmón, es lógico que exista entonces, una mayor respuesta inmune 

hacia la LKT que se expone ampliamente al sistema inmunológico durante la fase posterior a la 

forma más aguda de la enfermedad. 

b) Proteínas de Membrana Externa de M. haernolytica. 

Otros antígenos evaluados de M. haemolytica fueron las proteínas de membrana externa, 

num_erosas proteínas mayores de esta fracción han sido identificadas en esta bacteria, estas 

incluyen proteínas de 100, 89.2, 42, 40 y 30 kDa. 1º-'· 1=·'-'" En estudios realizados por Confer y 

colaboradores en 1986, se identificaron proteínas de membrana externa de 105, 87 y 30 kDa a 

partir de sobrenadantes de cultivo durante diferentes períodos de incubación. Estas se obtuvieron 

de forma muy similar al estudio descrito por Moiser-y colaboradores en 1987 'º'.quienes utilizaron 

densitometría y análisis de "inmunoelectrofransi·e~éncia" para id<!ntificar antígenos de M. 

haemolytica a partir de precipitados con sulfato -d~ ·a,;,onio de sobrenadantes de cultivo ricos en 

leucotoxina. Confer y colaboradores e~ 19B6i:~:- ;,C, 'e!n~Clntró proteínas de 42 y 40 kDa en los 

sobrenadantes de cultivo, lo cual podría',indicar~qúe-estas proteínas se encuentran firmemente 

adheridas al peptidoglicano de la melT!~Eª.á-~--e~_~r,n_a_5>-bien, son inestables en el sobrenadante. 126 

En esta investigación se fraJ~j~:f~~·~1~_proteínas de membrana externa de 94, 88, 68, 

63, 53, 45, 35 y 27 kDa, obtenld~s ,.;.;~·dia~-f~;~~~¡~~do a partir de aislamientos de M. haemolytica 

biotipo A serotipo 2, Convalecientes.__:• de pulmones con lesiones neumónicas sugestivas de 
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pasteurelosis. Estas proteínas se seleccionaron con base al reconocimiento demostrado por los 

sueros de los animales muestreados en campo, así como los muestreados experimentalmente. 

En la evaluación de la respuesta inmune hacia las PME, se tomaron en cuenta varios factores 

que podrían haber alterado el reconocimiento de las mismas por parte de los sueros de los 

diferentes grupos muestreados en condiciones de campo, como experimentales. Estos factores 

fueron las diferentes zonas geográficas muestreadas, las diferentes condiciones de los animales 

muestreados; crínicamente enfermos, convalecientes, sanos, desafiados y testigos., así como la 

temperatura corporal de los animales durante la enfermedad en el caso de los que la cursaron. 

- Efecto de la región geográfica. 

En el análisis de frecuencia de reconocimiento por las muestras obtenidas en cada una de 

las regiones (CUADRO 3.1). La mayoría de ellas, reconoció a la.Pr,ote.ínaS de s3kDa (~2º(o) y a la 6 

de 45kDa (68%). Incluso en Dolores Hgo., en donde los suéros::de,.los·arÍÍma1ésin'u'est'~eadcis no 

reconocieron ninguna proteína, la· proteína 5 y 6, qu°e fÚ~~.;;i. ~~'c;;ri.;'ci~~~~ ~íJ~á¿e;!en ·'porcentaje 

muy bajo (22%). De hecho el reconocimiento de las pro~eÍn~s;.~'/'6'n¡jf'~~~¡~;~;i'dg·:;;;;'r'J1·r~gión de 

muestreo (p:':0.05). En otras regiones, como Temoaya,se~r~c?~o¿i~/S~~d'i8~~p?;í>6~c%taje,otras 
proteínas, 50% de los sueros respondieron con la proteína 7 ósl<Da) \''·s6?í~·:cí:l~/a~la p~ol:eína 8 

(27kDa); en Jaltenco reconocieron con 63% la proteína 3 (GS kDa)'y SO~/a2'~·N;~;bi:e/~·~js:c27kDa); 
Chimilpa reconoció en un 100% a la proteína 1 (94kDa), 67°io a la p:~'6t~·r~a:;3"'(6:s~o~f's3% a las 

proteína 4 (63kDa) y s (27kDa); cuautitlán reconoció con un 50º/~·'a '1a"p~6;t~Í~:a ~(9;;·~o~j y Ápan, 

Hgo con un 94º/o a la proteína 8(27kDa). 

En Jilotepec, se observó cierta homogeneidad, con respecto al patrón de reconocimiento 

de las proteínas de membrana externa de /vi. haen1olytica por los sueros de animales enfermos que 

reconocieron a las proteínas 1(31%), 3(31%),4(33%), 5(67%), 6(71º/o), 7(10º/o) y 8(26%) (FIG. 

7). 

En los animales experimentales, tanto desafiados como testigos reconocieron con un 84º/o 

a la proteína 8 (27kDa), 61 % la proteína 4 (63kDa), 56% la proteína 7 (3SkDa) y 54% la proteína 3 

(68kDa). Este patrón de reconocimiento no corresponde al observado en Jaltenco, lugar de origen 

de los animales, lo que sugiere que' la cepa involucrada fué particular del Rancho de origen. 
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Considerando también, que los animales que se compraron para el experimento, se encontraban en 

contacto con animales de diferentes orígenes, que no se cuarentenaban a su llegada al rancho, 

además de que existe una constante movilización de ganado, ya que la finalidad de dicho lugar, es 

la engorda y comercialización del mismo. 

Esta variación de reconocimiento proteínico en las diferentes zonas, pudo estar 

influenciada por los __ serotipO!; y _las. cepas de M. haemo!Ytica presentes o dominantes. Y. por las 

condiciones_ medio ªIJlbiéntaiés, la prevalencia de ciertosserotipos varía en las distintas:·.127 

- -- .... ,,:·:··.··- :· .. 

El arlálisi_s e~tadístico de máxima verisimilit~d (SAS), demostró que al menói. una de las 

nueve regiones :_muestreadas, influyó. significativa.:Oente. en el reconocimiento de las'.iir()teínas 1 

(94kDa), 7( 3s kDa ) y 8 (27 kDa) (p :;,; 0.01), este resuitado indica que estas protefn~~;-~od~ían ser 

de interés; en el.reconocimiento de cepasde.•M. haemolytica. (Anexo 1). 

- Efecto de los muestreos. 

Del análisis de frecuencia del total de animales muestreados;- tanto. en campo como 

experimentales (211), el mayor porcentaje reconoce a la proteína· S. (53:_kba);c~n63% y a la 

proteína 6 (45 kDa) con 68º/o y en menor porcentaje (55%) la proteína··a ·c27'k0a). mientras que el 
• • • • • • • ' - •• -. -- •• -· ~--- 1 •• ,_ 

resto de las proteínas fueron reconocidas con un porcentaje que va.rió de en.trE(~Oa1)0%. 

Es importante señalar que la evaluación estadística de máiÚr11a·\ie.rÓ'~i~ili~ud móstró que al ·.- .. , ...... __ -•, - ' 

menos un muestreo podría estar influyendo significativamente':'•E;!.;'.,'e1:: reconocimiento de las 

proteínas 1(94 kDa), 2 (88kDa), 6 (45kDa), 7 (3SkDa) y 8(27kDa); M'i~~t~as que el muestreo no . - ' ' : - : ·-·· · .. .,_ . ~ . . . . 

modificó el reconocimiento de las proteínas 3,4 y s (p >O.OS). Esto.sdgiereque las proteínas 1, 2, 

6, 7 y 8 podrían ser de interés en él reconocimiento del est~do del.ani~¡ijj en el proceso neumónico. 

Sin embargo, solo las proteínas 5 y 8 tuvieron diferente patrón de reco~ocimiento (p < 0.01), entre 

sanos, enfermos, convalecientes , testigos y desafiados (Anexo 1). 
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Efecto del grupo animal. 

Grupo de Campo. 

En cuanto a la evaluación. del· reconocimiento proteínico por., los·. diferentes:. grupos 

muestreados, animales caracterizados como sanos, enfermos y convalecie11teis;· e(análisis. de 

frecuencia de los animales en campo. mostró, que tanto los animales j~fr1fermos'. como los 

Convalecientes y sanos, reconocieron en mayor porcentaje a las proteínásis;~'~;~::y.·i~s·'a.nlmales 
sanos reconocieron adicionalmente en mayor porcentaje a la proteína 8 ccuí.u;,·:52ó/d(cúADRO 3.2). 

Sin embargo, solo la proteína s y 8 modificaron significativamente (p ~ ().é>Íj:5l.i'réc<;;,o~'i"mh;;;,to por 

los sueros de los animales sanos, enfermos y convalecientes. Mientr~s 'la :'p'r6te,Í~~:'5 i~'~re,;;entó su 

porcentaje de reconocimiento de los sanos a los enfermos y los' conva1'(;_ci'e~.~~;~·4i0/o;'.59°io y 65°/o 

respectivamente, el reconocimiento de la proteína 8 se redujó erÍ:for.Tiá'Iñv~r,sá:·52°io, 47%y 32º/o. 

Es posible que la proteína 5 indique el reconocimiento. de un'ah_tíge.rio"de;infecdónactiva, mientras 

la proteína 8 puede corresponder a un antígeno de respuesta; qLÍe cÓ;,súme ios anÍ:icuerpos en el 
• < • • ;~:.: ~·: " ! 

proceso de infección y recuperación. 
', 

Cuando M. haemolytica en condición de enfermeda·d ·prolifera, e<invade· el parénquima 

pulmonar desencadena una respuesta inmune humora,1.~''16s' a;;tíg'e~os que libera>: parlo que los 

antígenos reconocidos previos al proceso patológico. y· los posterió~es ·a la enfermedad,· podrían 

estar involucrados activamente en la patogenia de la, m,isma·y' en el perfil de' recon_ocimietci, este 

podría ser el caso de la proteína 5. 

Grupo experimental. 

De los animales muestreados experimentalmente se obtuvieron 7 m,uesfreos tanto del 

grupo testigo (3 corderos), como del grupo desafiado (S corderos), el ánálisis. de frecuencia, 

demostró una variación notable de reconocimiento a las 8 proteínas· entre. los dos grupos. Los 

animales del grupo testigo reconocieron principalmente_,a Ja proteína 6 ,(45,,kDa) (86°/o) y en 

segundo lugar a la proteína 8 (27 kDa) (81%), post~fi~rr1e~t~,1á pr~teínas (53kDa) (67%), 

siguiéndole la proteína 7 (35kDa) (52%), finalmente la" ·proteína ,4,{63kDa) e 52%) y el resto de las 

proteínas (1, 2 y 3) can .un p~rcentaje promedio de recci~tJci~ient? de.14G%. 



En este grupo se observó un patrón variable de proteínas reconocidas en diferentes 

tiempos posdesafío, desde el primer muestreo hasta el último, a pesar de que los animales a 

desafiar se evaluaron previó al desafío resultando negativos. En el primer muestreo de desafío, la 

inmunoelectrotransferencia demostró un fuerte reconocimiento con afinidad hacia las 8 proteínas 

seleccionadas así como a otras de reconocimiento adicional y de marcada afinidad (FIG. 8), de 

pesos moleculares variables. Con estos hallazgos se corroboró que la respuesta inmune de los 

animales desafiados, se encontraba activa, probable.mente desde que salieron del rancho donde se 

adquirieron ó bien, haberla desarrollado durante el transcurso .del .. manejo de los mismos. 

Para el día 2 que correspondió al desafío viral, se ,reconoció el total de las proteínas, 

excepto la proteína 2. Al día 3, posdesafío viral, la respuesta inmune fue nula para las 6 primeras 

proteínas, mientras que las proteínas 7 y 8 se reconociero·n al ·100°/a:· Sin embargo, para el día 7 

que correspondió al desafio bacteriano y tomando en cuenta que es hasta este momento cuando 

los animales entraron en contacto con la bacteria viva al ser inoculada por vía endotraqueal, se 

recuperó el reconocimiento a 7 de las 8 proteínas en un .100°10 excepto la proteína 7 que se 

reconoció en un 20°/o y se siguieron reconociendo una ··serie de proteínas adicionales a las 

establecidas previamente. Para el día 5 posdesafío bacterian·o, las .Proteínas reconocidas por el total 

de los sueros fueron la 6 y 8 en un 100°/o, posteriormente la 4," 5 y 7 en el 80º/o. 

Esto revela importantes cambios en el estado inmunológico de los animales previo .al desafío 

viral, ya que la infección primaria del virus aparentemente" esta Jugando un papel muy: importante, 

tanto en la patogenia de la enfermedad, como en.la respuesta inmunea.los,agent~~·i~volucrados, 
,_ ·• - • . . - .. ,_ l~' -, " - . 

ya sea para potencializar a M. haemolytica como agente secundario al; dismin.Úir':fas defensas 

durante la infección viral al hospedador o bien para inducir la.expre5ÍÓnde;i;{~tí~~~·o~':CÍ~ la bacteria 

en el proceso infiamatorio que se desencadena. . · /··:>:' ' ; ¡ ,c;f:i?;{;;:. · <'- . 
--. :- :~~t-::/:~~ -;.· :~:_"_::r,L~:-;_~;.~~~~~~~-~¡, .. _º:;_-',-:--

~ -;.: .. :<:·:: -~~:.·:~:~-~~~;f-~-~:~~;!~.::~:-~-:;,~;~~\{~(~\·-;.;. -~---. -- -: ,: 
Aunque los animales desafiados invariablemente· re~orioc1:roriúco~r~a~or, intensidad las 

proteínas S y 6 de las 8 selecionadas • para, 'E;~f~'f:Á:v~tS.i'2¡ó¡:;'~;~~;~~\<~¡ análisis de 

inmunoelectrotransferencia se observó además· el r~d:>n~cl..;.;'i~~ti:i'"~d'[;6~~1 ~d~ bi~teínas .diferentes 

:~º~;í~~: =~~~~d~ºsp:~~n,~~~: :::t::~;b/:J:.c~'ri~~-i0~~f~~~~;.~eJ~;•~x~~f~i'n~~~:;::~~::: 
últimos reconocieron más proteínas que l~s .prl~~~~é:iJn'.ib~h1~;,',~~-t~ 'asbci~d~ a las condiciones en 

"· .. - -, - . ';' - -~ - -

el grupo desafiado. ~ 'i 
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De lo anterior se puede determinar que mientras los animales en campo reconocieron en 

mayor porcentaje a la proteína 5 (53 kDa) y 6 (45 kDa), los animales del grupo experimental 

reconocieron de_ igual_ mane_ra a lá proteína 6 (45 kDa) y 8 (27 kDa). Cabe mencionar que esta 

última proteína, se reconoció eri un 52°/o, e~ los animales clínicamente sanos muestreados en 

campo. Sin embargo, en 'el análisis estadÍstico de máxima verisimilitud (SAS) se observó que al 

menos uno de '1os:difere~tes g-rup~, influyó signific~tivamente (p > 0.01) en el reconocimiento de 

las proteínas 5 (53kDa) y 8 (27 kDa) (Anexo 1). 

Es posible que las proteínas, 7 (35 kDa) y 8 (27 kDa), referidas en este trabajo 

correspondan a las proteína descritas por Squire y colaboradores 114 quienes reportaron que />!. 

haemolytica biotipo A serotipo 1 y 2 tiene dos proteínas principales de membrana externa de 43 y 

30 kDa, ya que los pesos moleculares son muy similares. 

En trabajos realizados por Rossmanith 12
H se encontró, que generalmente los perfiles de 

PME a partir de aislamientos de /\/, haen1olytica del mismo serotipo, son muy similares, a diferencia 

de lo que ocurre en lo biotipos A y T, que presentan diferentes proteínas, tanto en tamaño como en 

número de acuerdo a la pron1inencia de las bandas que revelaron las inn1unoelectrotransferencias. 

Todos los aislamientos del biotipo A, son similares, excepto los serotipo 1 y 11 que además de 

compartir dos PME, que tienen un tamaño de aproximadamente 43 y 29 kDa, tienen adicionalmente 

una banda de 40 kDa. Los aislamientos del biotipo T, serotipo 3, 4 y 10 presentan idénticos perfiles 

proteínicos entre ellos mismos, pero difieren del biotipo A en contener dos prominenentes bandas 

de aproximadamente 43 y 36 kDa y una banda de aproximadamente 25 Kda. 12" Los resultados 

obtenidos en este trabajo, fueron en general muy similares a los obtenidos por otros 

investigadores. Squire y colaboradores 115 reportaron que !'!. hae111olytica biotipo A, serotipos l y 2, 

tiene dos proteínas principales de membrana externa de 43 y 30 kDa. Esto resultados son similares 

a los obtenidos por Rossmanith 178
, en contraste con Schuriyg y col. 1984, que obtuvieron tres 

prominentes bandas a partir de M. haemolytica y Pasteurella multocida. 128 

En el prese_nte trabajo se aisló M. haemolytica biotipo A serotipo 2 y con esta misma cepa 

se desafió experimentalmente .. En el caso de los animales clínicamente enfermos, muestreados en ··-·. . .. ,. . . . 
campo; que nó murieré:ín'ael proceso, no se realizó el aislamiento.de la bacteria y- por· 10 tanto se 

desconoce el 5e;~~ti~6 ir.v~iücrado, aunque se sabe que el seroti~b más común aislado d~ borregos 

en México es el A2. Sin_ ~mba;go, existen reportes que mencionan la ~xistencia de reacción cruzada 



para las PME, entre los diferentes serotipos de un mismo biotipo, así como de cepas no tipificables. 
129 

Estudios realizad~s por. Co~fe~.y ~oÍab~radores, para comparar los antígenos que expresa M. 

haemo!Ytica serotipo Al; .. ,)ii.·':: vitro ,:. e 1n vivo, demostraron mediante PAGE-SDS e 

inmun~elecfrotr~nsfere~cias 'qL~:· las; baeterias que crecieron in vivo, expresaron antígenos 

proteínicos de alto p~s6 .molec.ti1ar:..Cmayor~s de lSO kDa). Las bacterias que crecieron in vitro, en 

cambio mostraron proteínas dé:49 y 26 kDa. La concentración de proteínas principales de 30, 42, 

SS, 71 y 100 kDa, fue similar entre los organismos que crecieron en tres diferentes condiciones de 

cultivo. Aunque los antígenos de alto peso molecular fueron únicos para las cámaras de crecimiento 

bacteriano, siendo reconocidos por el suero de ganado que había sido vacunado con medio de 

cultivo sólido de M. haemolytica, muerta con formalina y que resultaron resistentes al desafío con .·el 

organismo vivo. Este reconocimiento por el suero de ganado resistente a M. haemolytica;vacuriado 

con medio de cultivo bacteriano sólido, indica que los antígenos de alto peso molecul;~::·de las 

cámaras de crecimiento bacteriano, podrían ser precursores de determinantes antigénicos d.e.otras 

proteínas de M. haemolytica. "ª 

La inmunidad contra M. /1aemolytica no esta claramente entendida. 131 Los· anticuerpos 

séricos contra antígenos de superficie y contra la exotoxina, parecen ser los más importantes en 

aumentar la resistencia al inducir la enfermedad en forma experimental. 132 y la respuesta de 

anti.cuerpos a una gran cantidad de proteínas específicas de M. haemolytica se ha correlacionado 

con la resistencia a la enfermedad, obteniendo excelentes resultados. 133 Vacunas vivas, muertas, 

así como extractos de la bacteria han sido estudiados bajo condiciones de experimentación y de 

campo, con diferente éxito en lograr aumentar la respuesta a la pasterelosis neumónica. 134
'
135 

Otros estudios :sugieren que los anticuerpos .contra .la leucotoxina y los antígenos de 

superficié. son probablemente los más importantes en ·la resistencia a la enfermedad. La relevancia 

de utilizar· PME''C:on'.io :estimulantes de la inmunidad h~ sido .demostrada en otras bacterias gram 
.,,, ·i• J·~·' 

A partl~:'(Jé' la serovariedades 1, 2 y 6 serotipo A·de M. haemolytica, se extrajeron PME por 

Morton y colab(;radores en 199S 104 evaluando el uso de dos procedimientos de extracción (Sacosil 

y centrigu·g~ción 'por gradiente de suerosa), resultando la extracción por sacosil, la mejor opción 
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para obtener un mayor número de proteínas (30.5, 37, 38.5, 44.5, 49, 62.5, y 82 kDa), además de 

ser menos laborioso~ 136 

Mortori y col~bo~~dCÍr~s, en 19g5, ~dell1osfra~on que el ganado fue resistente. al desafío 

experimental c~n·~l'.·haemolytic'a,·;d~spúés'.de~ser illrnunizado con PME inso.IÚbles ~n sarcosil~. En 

este estudio> 16~ anticüe~p~s contr~ i~s:í:ó¡,;.;E ~c;ri ¿e5os rnó1ecuiare5 de .16.5/37, .45.s, 50;5' ~ 84.4 

kDa mostra~Ón una correlación ~ignÍfic~tlva~'Con Ía resistenci~. 10·1 
- - ' "·. ···- ... - '.· 

- Efecto de la temperatura 

Los datos de reconocimiento proteínico se correlacionaron con Ja temperatura corporal, en 

Jos animales que desarrollaron fiebre en Ja fase clínica de Ja enfermedad. En el caso de los animales 

muestreados en campo, solo se evaluó la zona de Jilotepeé::, dadas las facilidades para realizarlo, 

mientras que a los animales desafiados, se les evaluó· desde el primer muestreo, hasta finalizar 

dicho evento. Esto se hizo, para tratar de establecer alguna relación en cuanto al estado febril que 

desarrollaban los animales que cursaron con la enfermedad clínica y el reconocimiento de proteínas 

de la bacteria por parte del sistema inmune bajo los diferentes estados de salud en Jos que esta 

misma se podía encontrar dentro de los hospedadores a evaluar. 

El análisis estadístico de máxima verisimilitud (SAS) reveló que la variable de temperatura 

corporal registradas en el presente trabajo, se encuentran significativamente relacionadas con el 

reconocimiento de la.s proteínas 1 (94kDa) y altamente significativa para la proteína 2 (88kDa), 4 

(63kDa), 6(45kÓa), 7(35kDa) y 8 (27kDa) de la fracción de membrana externa de M. haemolytica. 

La condición febril fue el parámetro que con mayor seguridad definió la condición de neumonía, por 

lo que el .reconodmiento de éstas proteínas estuvo infiuido por la condición de enfermedad • 

. Donachie y Gilmour 1ºª compararon una cepa de M. haemolytica serotipo 2, recuperada de 

nuido pleural de un borrego con pasterelosis neumónicas, a la misma cepa cuando se le hizo crecer 

en medio de cultivo, encontrándose diferencias en la expresión de las proteínas de 55, 70 y 100 

kDa. Numerosos estudios han demostrado que las propiedades antigénicas de M. haemolytica 

pueden variar, tanto en condiciones in vivo, como in vitro. 
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El reconocimiento de las 8 proteínas se modificó significativamente en las cuatro variables 

analizadas, región geográfica, momento del muestreo, .. presencia o no de fiebre y condición de los 

animales sano, enfermo, conval~_ciente:.testig() y d~afi.ado. Los animales interactúan éntre sí; pero 

estos. resultados apunt~n a la neé~id~d c:i~ u~ ª".{¡fosis: particular a la respuesta de reconodmiento. 

Por otra parte, el reconoci~ié~t~ de l~;~;gt~in'~:;~·decayó de los sanos a los enferm()S y a los 

convalecientes, lo que puede·¿~g~a~ ~·¡;~6~-~u"~~-d~· lo~ anticuerpos en el proceso de enfermedad. 

La elevada frecuencia'. dé reccinc;éi:~l~ntcf\1~.~~ta proteína (55%) sugiere adicio~al~ente que 

presenta buena anti~~~i¿id-~d: y_;~o~frf~ ~¿~;'';}~''.i;ué~ indicador de animales expuestos a la bacteria 

con desarrollo de enférrn~ci~ci:(i'ó()~;:;;;~"i:fiJi~fi~ciC>s) y aún subclínica (52% en anim~l~s sanos) . 
. ·:: :·,:-:> :.:::'.:.'.:· .~.' ' 

Por el contrario . I~ - p;()t~Í.~~:- .3 . tuvC> un bajo reconocimiento 35% y no. modificó este 

comportamiento ·en rC>rma signifiéativa C"on las variables estudiadas por lo c:iue en principio parece 

poco interesante para trabajos futuros. 

Las proteínas 1, 7 y 8, fueron significativamente afectadas por la ~egión de muestreo, las 

proteínas 1 y 7 tuvieron una baja frecuencia de reconocimiento (27º/o), por lo que podrían estar 

relacionadas con cepas particulares de M. haemolytlca. 
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X. CONCLUSIONES. 

Sin duda alguna son numerosas las investigaciones que sustentan la importancia de M. 

haemolytica, así como de los antígenos que expresa al infectar al hospedador y causar lesión. La 

respuesta inmunológica generará anticuerpos específicos contra los ·antígenos -~ás '_expuestos e 

inmunogénicos de la bacteria. 

. - ,"""}· 

- M. haemolytica .expresa diferentes antígenos en distintas cor:idic:_ion~_'d_e:cre~irl:iiento, de 

tal manera que su pre5eni:ia se encuentra alterada tanto_.erl~coíiélidones:'natura'1es de Ja 
:_- ·: .- ~-: -·-· . . . . ·' - ., .----.>.<;•i:--~:.;~--:':-;.;::·-~;;_0.;<_:·:-:i·C:\~--'.;;~·:):_·t;~::t\<;.:.~;1,:_;~-.- -~::. 

enfermedad como en. condiciones experimentales,· i~du,cie_ndo_: .• u,~_:;i,.~r=.5P.~,est~-, inmune 

humoral específica eriéada·condición. ···... ~·:;;-· ""' :'::,,,1;;.,·:;~;;.~;~n~:5.iX1:1,, 

:.::.::==~.:~:2:~f:tTii~~~~:Í~~f ~W?ii~~~~il'~~::~ 
convalecientes y muestreos' posdesafiados _con~ la· bacteria .viva:--:·· :,i•·:·•,,·.-•.·. 

<--~:A~,.;,~- ;_,~"7.;~.:·;:. ,::- ··:..; - <-. .- .. 

Los animales deasanados, ~xp~riri,~~t~;;~~~te;}~;;;;;;,b6~a~on ;el .. ~~~~~ de que M. 

haemolytica participa como nora #a'd~~Ql:~--d~\/¡as.res~i-ral:orias altas y bajo condiciones de 

estrés, se torna patógena, proliferaiíé:io'en' 'ias 'Jías respiratorias bajas; de tal manera que 

induce una respuesta inmune esp~cífic~·y~ó~~ra aqUellos ªíltígenos q~e se exponen al 

sistema inmune y que parti¿ipa~ ~cÍ:i~a~.,;~té en: ~I proceso de enfermedad. Dado el hecho 

de que estos animales niost;arcin t'ít:uici~ de a~'iic:u'e'~~é>S antileucotoxina altos, antes del 

desafío con M .. haemolytica vii/á:• 

Las condiciones nie~Ho :'ambientales, en las•· diferentes zonas geográficas muestreadas, 

podrían influir. en la expresión de ciertos :arlÍ:íge'nos de M. haemolytica, al seleccionar 

distintas c~pas .de ·la bacteria. EstadísticaITl~nt~ e~ta variable resultó significativa para el 

reconoi:imiento de las proteínas 1 (94 kDa), 7: (35 kDa) y 8 (27 kDa), sugiriéndo que al 

menos' una región de las 9 muestreadas d~fl~ye' directamente en su expresión. Sin 

embargo, hace falta realizar más estudios,·y~-.~l.J·~ l~s v~riaciones que pudiera desarrollar la 

bacteria en este aspecto, solo se han evaluado' en cori_diciones in vitro (medios de cultivo). 
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Las proteínas 1 (94 kDa), 2 (88 kDa), 6 (45 kDa)• 7 (35 kDa) y 8 (27 kDa), parecen ser las 

principales proteínas expresadas por M. haenJolytica tanto en condiciones de campo como 

en condiciones de._experimenta.ción,. ásí.'10. indicaron los altos niveles de significancia al 

análisis estadí~tiC:o para la vá"riablé:cié"m~estreo~ 
·': ·:~-,.«-'.::~-,~:). "\..': ;:_-::·.--.·~ <~ ·.: 

•- . _-,e ; _., . . ~:_-·"< .. ;::. -; .. ' 

Las.PME dé i3"(i7"kDa)';_y;7.:c35 kDa)'cle ;M. haenJolytica, podrían estar expresándose 

cuanélo'la,·tiaé:~éria-'-~e-Ci!~~lien.tra~.en vida saprófita ó bien en forma patógena durante el 

==~r:%~~~~Írie;·Q~;1~:~fJ~TZ:;cc1;it:; ·p:r h;;~i~=a~or~olab~ra~::~:le ,,;ue d:~; :r~~eí~;;~ 
respectivamente.' 

,_-.;-

Los diferentes".'grupos en los que se dividieron a los animales tanto en condiciones. de 

campo (sanos;;·~nferm'o's<,;· convalecientes ) como experimentales (testigos y. desafiados), 

influyeron 'eri 'éi ;~e'é:6,,-o~imiento de las proteínas 5 (53 kDa) y. 8 (27. kDa), las cuales . - ' . - - ' .. ' ·~ :::· ' -. 
presentaro11 altos:11hieles: de significancia para dicha variable. 

·- -"- -->_;~ : .. -. -

En condicione~ ·d~ experi~entación, los anticuerpos de e~tosánin1ales r~C:onocieron una 

mayor canti·d~d d~ ;,:~'téÍ~as de. membrana externa de M.'~;e,;,o;;rica adicionales a las 

descritas d,e. p~~~~;'iool~cul~res variables que podría •. estar i~flu~nc,iáciai~orlas condiciones 

ant~smedo,,-~'cÍ~~::5¡~:~~~~;90,• ne:; existen i,,-~or~ación ~-~~-~~~t:é;,t~:e'~;a ~osibilidad. 
'.i~:~~~i-~~ ·:;;~,-~· :/::" ;'_-_:.J --

La tem.peratu~a: corpdral de los animales tanto .de fiebre de 39.6 a _41.7 como de 

temperéltura}ncirmal ~ele ;33:239;5, influye significativamente en el reconddmiento de la 

proteína•l•(94\:kD~). 2 (S8~kDa), 4 (63 kDa), 6 (45 kDa), 7 (35 kDa) y 8 (29 kDa) de 

membrana' externa.de M. haenJo/ytica. 

El conocimie~to .de .los mecanismos inmunológicos que confieren protección contra M. 

henJo/ytica, es de gran importancia para tratar de desarrollar mejores productos biológicos que 

prevengan la infección. Sin embargo, queda camino por recorrer en lo que este punto se refiere, ya 

que la bacteria expresa una gran cantidad de antígenos en diferentes situaciones (in vivo e in vitro) 

lo cual dificulta esclarecer la participación de cada uno de estos en la patogenia de la enfermedad. 
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XI. ANEXO 1. 

ANÁLISIS DE ESTIMACIÓN DE MÁXIMA VEROSIMILITUD. 

CUADRO A1.1. Análisis de la respuesta a la proteína 1 de 94 kDa, contra las diferentes 

variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

1 -0.1694 0.0695 5.9508 0.0147 Significativo** 

1 0.2557 0.1038 6.0717 0.0137 Significativo** 
Temperaturá- --:¡--··· ····--:o:-oso2-···-- ··-- 0.0145 ___ ·-12.0293· · o.ooos Significativo * 

Grupo 1 o. o 111 -+---=o'" . ..,.1-=o-=3-=50----t---.,o=-.-=0""1,..,o=-4.,.....-t---=o'".-=9""1'"'8"'7---t--N.,-o-=s""ig-n..,.,.,ifi'"1c-a..,.t.,..iv-o__, 
.._ _______ --·-·- ---·-----···---··----·-· -----·-·-··---------- ---·----~--------~-------~ 

.. =o.os **= 0.01 

CUADRO A1.2. Análisis de la respuesta a la proteína 2 de 88 kDa, contra las diferentes 

variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

ERROR Chl- Pr > 
PARÁMETRO G.L ESTIMADOS Slgnlflcancla 

ESTANDAR Cuadrada ChlCuadrada 

Región 1 -0.1054 0.0791 1.7762 
Muestreo--·· --T-- ·-·---6:1762·······- ·--ü:1676- -- 2.6819 

Temperatura 1 -0.0856_____ 0.0178 23.2136 

Grupo 1 -0.0877 0.1260 0.4847 
.._ ___________ ------ --------------•------->--------

* =o.os **= 0.01 

0.1826 

0.1015 

0.0001 

0.4863 

No Significati~ 

Significativo ** 

Significativo ** 
No Significativo 
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CUADRO A1.3. Análisis de la respuesta a la proteína 3 de 68 kDa, contra las diferentes 

variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

1 -0.0824 No Significativo 

Muestreo 1 -0.0492 0.0892 0.3040 0.S814 No Significativo 

Temperatura 1 -0.0153 0.0130 0.3800 0.2401 No Significativo 

Grupo 1 -0.1500 0.0954 2.4748 0.1157 No Significativo · 

* o.os **= 0.01 

CUADRO A1.4. Análisis de la respuesta a la proteína 4 de 63 kDa, contra las diferentes 

variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

Muestreo -0.0011_2_ 0.0925 0.0001 0.9903 No Significativo 
Temperai:üra ___ -------- ----0~0374ºººº- -

0.0137 7.4915 ___ 0.0062 Significativo ** 1 
__J 

Grupo 1 0.0223 0.1077 0.0430 0.8358 No Significativo 

* =o.os **= 0.01 
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CUADRO A1.S. Análisis de la respuesta a la proteína 5 de 53 kDa, contra las diferentes 

variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

1 0.0896 0.0680 1.7349 0.1878 No Significativo 

Muestreo 1 -0.1195 0.1012 1.3942 0.2377 No Significativo 

Temperatura 1 -0.00739 0.0131 0.3172 0.5733 No Significativo 

Grupo 1 0.2387 0.1030 5.3714 0.0205 Significativo ** 

* =o.os **= 0.01 

CUADRO A1.6. Análisis de la respuesta a la proteína 6 de 45 kDa, contra las diferentes 

variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

1 -0.1406 No Significativo 

Muestreo 0.0257 0.1105 0.0539 Significativo * 
,___T_e_m_p_e_r_a_t_u._r_a--+-1- --_-o-.fü4·9·--·i---O-.-O-l_4_0 __ _,_ __ 6_.2_3~89--

0.0125 Significativo ** 
Grupo 1 -0.0304 0.1002 0.0919 0.7618 No Significativo 

* =o.os **= 0.01 
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CUADRO A1.7. Análisis de la respuesta a la proteína 7 de 35 kDa, contra las diferentes 

variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

Región 1 -0.4826 0.0832 0.0001 Significativo ** 

Muestreo 1 0.2758 0.1020 7.3110 0.0069 Significativo ** 

Temperatura 1 -0.0440 0.0175 6.3104 0.0120 Significativo ** 
Grupo 1 -0.1799 0.1245 2.0874 0.1485 No Significativo 

* o.os **= 0.01 

CUADRO A1.8. Análisis de la respuesta a la proteína 8 de 27 kDa, contra las diferentes 

variables evaluadas en el trabajo de investigación. 

PARÁMETRO G.L ESTIMADOS ERROR Chl- Pr > Slgnlflcancla 
ESTANDAR Cuadrada ChlCuadrada 

Región 1 -0.6467 0.1013 40.7689 0.0001 Significativo ... 

Muestreo 0.3012 0.1148 6.8856 0.0087 Significativo *"' 
Temperatura 

Grupo L 1 -0.6552 0.1718 14.5389 O .0001 Significativo** 
~~~~~~~~- -----'~--~~~~~~'--~~~~~~-'-~~~~~-'-~~~~~~~_.__~~~~~~~~ 

* =o.os **= 0.01 
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