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RESUMEN '

El efecto de las neumonias en animales domeésticos es de suma . importancia, ya que afecta
directamente el proceso productivo. de las explotaciones comerciales. Estudios realizados en México,
destacan la importancia de las neumonias en becerros, ya qué la incidencia y prevalencia alcanzan hasta
un 24 % en la etapa de lactancia. Mannheirmia (Pasteurella) haemolytica es el agente que comiunmente
se asocia a problemas neumadnicos de rumiantes. La cual produce una pleurobronconeumonia fibrinosa
severa. M. haernolytica expresa diferentes antigenos en distintas condiciones de crecimiento, de manera
que la presencia de éstos podria estar alterada tanto en modelos /7 vitro como in vivo. Cada uno de
éstos antigenos podria 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 antigenos de M. /sigemolytica, tales como LKT (leucotoxina) y PME (proteinas
de membrana externa), mediante la técnica de inmunoelectrotransferencia y ensayo visual simple, en
corderos clinicamente enfermos de neumonia, en recuperados, clinicamente sanos y animales desafiados
experimentalmente. Se recuperd un total de 155 sueros de diferentes zonas geograficas. del pais, asi
como 56 sueros de los animales desafiados. Para la determinacion de anticuerpos—éntingT, se llevé a
cabo un ensayo simple visual, de donde se obtuvieron los titulos promedio de los dlfél;ehtes grubos
evaluados. Los titulos de anticuerpos-antiLKT mostraron un respuesta inmune humoral especifica tanto
en condiciones de campo como experimentales, desarrollandose titulos aftos en aquellas situaciones mas
activas de la enfermedad. Se obtuvieron las fracciones celulares de M.«llaemo/yt/ca por sonicado y
ultracentrlfugaaon Posteriormente se realizd SDS-PAGE para la separacnon de las PME, posteriormente
se hicieron inmunoelectrotransferencias de las fracciones de. membrana externa, enfrentandolas con los
sueros de los animales muestreados en campo y desaf‘ados experimentalmente. De las PME se
seleccionaron ocho proteinas que se reconocieron con mayor frecuenoa por el suero de los animales
muestreados en campo y desafiados en el laboratorio. chha evalua idn muestra relacion significativa en
e! reconocimiento de las proteinas 1 (94kDa), 7 (35kDa)

8(27kDa) en las diferentes regiones
8;‘r‘e'¢::jlones podria estar influyendo de manera
rentes grupos y muestreos, también revelaron
importante significancia en el reconocimiento de Ias protemaS' 1(94kDa), 2(88kDa), 5(53kDa), 6 ( 45
kDa), 7(35kDa) y 8(27kDa). La fiebre que desarrollaron algunos individuos esta significativamente
relacionada con las proteina antes mencionadas ademads de la 4 (63kDa) y 6(45kDa). Los animales en
condiciones experimentales reconocieron a otras proteinas adicionales de variables pesos moleculares

muestreadas. Lo cual indica que al menos una- de !

directa en el reconocimiento de dichas prote:nas"Lo

diferentes a las ocho seleccionadas. Por lo tanto concluimos de manera general, que la respuesta
inmune a los diferentes antigenos que expresa M. fhaemolytica tanto en condiciones de campo, como
experimentales, demuestra ser especifica a los antigenos evaluados en éste proyecto.

Patabras.claves: AMannheimia haemolytica, neumonia, 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%. Mannheimia (Pasteurells) haemolytica is a
common agent associated to pneumonias in rumiant, producing a sever fibrinous pleuropneumonia.
M. haemo/yt/ca show different antxgens under dlfferent growth condition, therefore the presence of
these antigens can bevalte ed uder /n wtro or m wva models. Each one of these antigens could also

contribute to the developrnent of the dlsease and mduce a specific immune response by the host.
The objetive of thls study was to determlne the antlbody response against some M. haemolytica
antigens through |mmunoelectrotransferenc a

the snmple visual assy, against the leucotoxin and

outer membrane protems in lambs elther clinical k wuth pneumonia, pneumonia recovered lambs,
clinical healthy lambs’ and Iambs expenmentally challenged with M. Agemolvtica. A total of 155
ovine sera from different geographlcals reglons of Mexico and 56 sera from challenged animals

were recovered for the study. Cellular fractlons of M. haemolytica were obtained through sonication

and ultracentnfugatlon and SDS PAGE was done for the separation of the OMP. Later an
lmmunoelstrotransference of the outer membrane fractions was doneagainst the sera from lambs
sampled in the field or expenm' ]

lly challenged. For the determination of antileukotoxin
antibodies, a s:mple vnsual :done,’ obtalnlng the average titers of the different lamb
groups. From the OMP 8 proteins were selected which were more frequently recognized by the
lambs sera. These were: 1 (94kDa); 2 (88 kDa), 5 (53 kDa), 7 (35 kDa) and 8 (27 kDa). It was also
observed that m d eren geographlcal reglons there is - a cons:stent recognition of proteins 1
(94kDa), 7 (35' kDa
important s:gnlf‘cance_
(35kDa) and: 8 (27kD
protein before m nti n

nd 8"'(27‘, kDa). The dlfferent groups and samplings, also revealedan
recognition of proteins: 1- (94kDa), 2 (88kDa), 5 (53kDa), 6 (45kDa), 7

'The fever that significantly is developed some individuals is releted to the
-in- add:tuon to the 4 (63kDa) and 6 (45kDa). Lambs in experimentat
conditions recognlzed 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 AM.. haemo/yt/‘ca either in field or in experimental conditions, is specific to the antigens

evaluated in this study.

Key words: Mannhaimia haemolytica, pneumonia, lambs.

&



INDICE DE MATERIAS PAGINAS

I.INTRODUCCION.......... F RIS LR §

I.1.Antecedentes.......... rrereesreseen cerreraseaces o R . 1

1.2. Mannheimia (Pasteurella) haemolytica 2

I1.3. Patogenia de la Pasteurelosis Neumadnica... = 3

II. FACTORES DE PATOGENICIDAD......... treenenenas cemreacnan cveenenes

II.1. Leucotoxina. .ccccveeen.. veervesonane reereececnerenasnennn ceeeecin R 4

SRR & §

I1.2. Lipopolisacarido. ...ceceeeueen N
I1.3. Proteinas de Meml:;rana Externé’ .;. .. 14
II1. JUSTIFICACI@N...............................7» ‘ SR T -
IV. HIPOTESIS. ...oovvonnnn... e RN -
V. OBIETIVOS GENERALES. evenevnenrveniiimsinnones : 18

19

VI. OBIETIVOS PARTICULARES. ..........

VII. MATERIAL Y METODOS. ....... creeceanann .20

VII. I. FASE DE CAMPO.

VvII.1. Material biolégico. ............ veeencencns cecenene 20

VII.1.2. Muestreo seroldogico de animales en campo........ 20



VII.3. PRODUCCION DE LEUCOTOXINA (LKT) DE M. faemolytica PARA LA PRUEBA

VISUAL SIMPLE......ccccucievnmrnrecncccnnnanes veneenen [P sevessessseanaanances reeeressserreracnasaaane careeaenn veenae 22
VII.3.1. Material Bacterioldgico..... eeeceseeccernencoresesnteneas . - 22
VvI1.3.2. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento . 23
VII.3.3. Produccion de LKT....coccecuauaaaens ceecerrencnnnacsnnnes . -.23
VII.3.4. Titulacion de LKT de M. haemolytica .............. resvensasesaccancasnanan R versas 24
VII.3.4.1. Obtencion de leucocitos de sangre periférica.....cccceeue. R 2
VII.3.4.2. Titulacién de LKT.......... [P teeccesesscnnan srccasteieccccncenaas P 2 |
VII.3.5. Determinacion de anticuerpos contra 1a LKT de M.
haemolytica..... cessesacserenscan ssesnacacsssssesccncsananannn enmee veesssesnene 25

VII.4. TECNICA DE OBTENCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA
EXTERNA DE Af. haemol/ytiCa......auuaenn-. oo

vII.4.1. Purificacion de proteinas en ‘solucién en presencia de detergentes y

HPIdOS.ciiiiiieicinennn. eeneanceen eesescssacitencossssnnans vemesens cecesesstancaraasnns evecssesssseencane costtesnanace 26
VII.4.2. Cuantificacién de proteinas.............. cesecerasetsanssesavesscanssastscnsannnnnensesesnnel O

VII.S5. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO DE
SODIO (PAGE-SDS)....cceoiiminiitiinrennennnsss PR ¥ §

VII.S.1. Preparacion de 12 mMUESEIra. ciciiciiccecancereciieccssasocncesssssscoscsnsccssncssssoscssas 27

VIL.5.2. Corrimiento electroforético. .......cvceveecrcienannnnannn .27



VII.6. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOTT)...c.ccuuuaeeeee sevcnacaranes reseense 28

VII. II. FASE DE DESAFIO EXPERIMENTAL.

VII.7. MUESTREO SEROLOGICO DE ANIMALES DESAFIADOS....ccc.ccevucmecsmnneee 29

VII.8. DESAFIO VIRAL........ eveereerean recessntasemstsesresanasesecstrsensesssasasanseerensnasasevares 2D

VII.9. DESAFIO BACTERIANO. ....... tevecsearetinenns 30

VII.10. ANALISIS HISTOPATOLOGICO............... sreescssannn cemerscnssiconsreanaan reveeeene. 30

VIII. RESULTADOS.......oceeeeannnn cereeerreeeearaeas vevnnann ereremeernrerevnianene et veeerestesieessnessnsonee 32

IX. DISCUSION.......unu... rereeeaesesnnnnnaae irevesneressssesesteresbeeesrasesasss nntieiietesiasasennonanes cereen.58




INDICE DE CUADROS. PAGINA

CUADRO 1.1 Distribucién del total de muestras seroldgicas obtenidas en campo en las

diferentes regiones........ reetasesesetscsssatavttiecsenseneutsacsssetennnessonTeesatnsussesensesareratennnessesnnna covescenss2l

CUADRO 1.2 Frecuencia y porcentaje de muestras obtenidas en campo de los diferentes
grupos de animales............... veersvesscansan teveesesatecesrrassreccasacnaan cressescenne vevsessrenacesstsasecseancaannan 22

CUADRO 1.3 Pruebas Bioquimicas de identificacion de M. AaemolytiCa ccuaeeaeveeeeancereernsc23

CUADRO 2.1 Calendarizacion del desafio viral y bacteriano, asi como del muestreo de
sangre de los animales desafiados experimentalmente................... tesssecrencacssennas ceeeae w31

CUADRO 2.2 Analisis de Maxima verisimilitud de la respuesta a las 8 proteinas, contra
las diferentes variabies evaluadas en el trabajo de investigacion............ eeectsstrcranancann .. 49

CUADRO 3.1 Frecuencia y poréentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas
por los sueros obtenidos en las diferentes regiones de los animales desafiados

experimentalmente.......ccaaaeee.s teceesssateciances tesessenscasacensccacnacas teeeeetseccuceressinaastarstessssnansaners 50

CUADRO 3.2 Frecuencia y Porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas

por grupo de animales muestreados en campo......... teeeccvstncscsonanacatanracccnanan eseessccasnrenns .51

CUADRO 3.3 Frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas del
grupo de animales muestreados en condiciones experimentales y que presentan fiebre.

..... S UM -2

CUADRO 3.4 Frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas del
suero de animales muestreados en campo en la region 1 (JILOTEPEC, EDO. DE MEX.) y
que presentaron cambios de temperatura corporal............ ceteccecsesrsetcsrsacuaarsernrsarsescscssse DD

23



CUADRO 3.5 Frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a fas 8 proteinas del
total de sueros obtenidos a partir de animales muestreados en condiciones
experimentales vy distribuidos segin los cambios de temperatura corporal



INDICE DE FIGURAS PAGINA

Fig.1 Titulo promedio de anticuerpos antileucotoxina de animales muestreados en

CAMPO.cercrrrrrenreernens ceeees [ P - RN T SRRNRRTTRTop X |

Fig.2 Titulo promedio de anticueli'p’o's'antileucotdiina de animales desafiados
experimentalmente........... etiiceatessteessarerssennsnsesannesn . . 35

Fig.3 Electroforesis de % € ’récciohes celulares de M.
Baemolytica.......e..... [ cenean . [ ceecnnsanansoan ...36

Fig.4 Electroforesis de Ia
haemolytica.....

Fig.5 Electroforesis de

RIEmolytiCa....aaaenannanns

Fig.6 Inmunoeliectrotrans

Fig.8 Inmunoelectrotransferencia del’" “muestreo de los animales desafiados

experimentalmente............ cees

ceeisecttiiacaenes [T ..43

Fig.9 Inmunoelectrotransferencia del 4° muestreo de los animales desafiados
experimentalmente.............. [ teensesestennenancnananas trescsretanancaaennananan crectrareancasiesennannes ceee. 45

Fig. 10 Porcentaje de reconocimiento a las 8 proteinas en estudio de los animales

muestreados €N CaMPO...cccciiiiiiieesscncncccenen teceeessescannatine tescccncanenne P )

Fig. 11 Temperatura de animales muestreados durante el desafio experimental.........57



ANEXO 1.

PAGINA

ANALISIS DE ESTIMACION DE MAXIMA VEROSIMILITUD

CUADRO A1l.1 Andlisis
variables evaluadas en

CUADRO A1.2 Analisis
variables evaluadas en

CUADRO A1.3 Analisis
variables evaluadas en

CUADRO A1.4 Analisis

variables evaluadas en

CUADRO A1l1l.5 Analisis

variables evaluadas en

CUADRO A1.6 Andlisis
variables evaluadas en

CUADRO A1.7 Analisis
variables evaluadas en

CUADRO A1.8 Andlisis
variables evaluadas en

de la respuesta a la proteina 1 (94 kDa), contra las diferentes
el trabajo de investigaCion.civveecrreeeiccnacenanes 72

de la respuesta a 1a proteina 2 (88 kDa), contra las diferentes
el trabajo de investigacion.............. cecaserssssesascasocrescanssascessracesasss T D

de la respuesta a Ia proteina 3 (68 kDa), contra las diferentes
el trabajo de investigacién...... cevesvecensoranns cececenmennaene [P 4 ]

de la respuesta a la proteina 4 (63 kDa), contra las diferentes

el trabajo de investigacion....... R <

de la respuesta a la proteina 5 (53 kDa), contra las diferentes

el trabajo de investigacion..... crerraens ceerenreerens ceeessensenn T £

de la respuesta a la proteina 6 (45 kDa), contra las diferentes
el trabajo de INVesStigacion.....c..c.vcveviiiiriiiceeccniinienisiiassosscossosecsceses 74

de la respuesta a la proteina 7 (35 kDa), contra las diferentes
el trabajo de investigacion..... teetsecesacsrrnssaren ctrascosenran . 4

de la respuesta a la proteina 8 (27 kDa), contra las diferentes
el trabajo de iNVestigaCiOoN...cccciitcireociiiinncracearcnsssssssasssessancerasssass 25



I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes.

El impacto de las neumonlas en amrnales domestlcos es de suma lmportancua, ya que afecta
directamente al proceso productlvo de las . explotaczones comercnales mc:dlendo de manera

lmlcamente la incidencia y

e asar ‘el 20%. En estos

ble as neumonlcos se

Foc ‘dencia, tipos de

La pasteu elosns

‘1915 y en: el Re o Unido en 1925
“enel ganado es un broblema desat‘ante \'% persustente. En Estados Un:dos, las pérdidas asociadas a
la industria de’ Ia»producc:on de carne, son de aproxlmadamente 800 millones de ddlares anuales.
Los veterinarids no han podido controlar ni prevenir totalmente esta enfermedad, debido a que no

] ,ta por prlmera vez en los Estados Unidos en
La morbllldad que ocasiona la paslaureloss neumdnica bovina

se ha logrado entender completamente su patogenia.®

Esta enfermedad, es multifactorial e involucra una .combinacién de estrés, factores
ambientales y agentes infecciosos. La etiologia, epidemiologia y lesiones, han sido bien estudiadas
y es generalmente aceptado que Mann/ze/m/a (Pasteure//a) haemolyvtics es el principal agente de ia
pleuroneumonia fibrinosa severa.”

Algunas investigaciones se han avocado a entender detallademente la patogenia de la
interaccidn, entre la respuesta del hospedador y M. fizemolytica en ¢, aparato respiratorio de los
rumiantes.?.



1.2 Mannheimia (Pasteure//a) haenio/ytic‘a.

Esta es‘una bac
encapsulada, oxud
otros carbohidratos,

gelatinasa, Voges Pr, en agar Mc Conkey, en medios enriquecidos como agar

chocolate y agar san o 3-hemdlisis y formando colonias de color blanco grisaceo. La
presencia de capsu

propxedades de superficie antifagociticos, la hacen parcialmente
resistente a la fagoc;i_to is :

La M. haemolytica:es el agente que comiunmente se asocia a problemas neqménicos de
rumiantes.!! La primera nformacién del problema aparecid en 1921, donde se aislo el ger_'men de

rumiantes, y'e‘ri' 1932'se b'f'bpuso el nombre de Pasteurella haemolytica.!**? E conjunfo ‘deA "cepas

negativas a la trealosa" de | Pasteurells haemolytics, han sido recientemente': reclasnf‘cadas .a: .un
nuevo genero denommado Mannheimia. Este genero consta de c:nco especnes establemda,

camblos ‘que se’ basaron ‘en ‘una extensnva mvestngacnon utilizando la evaluacron

las 'cu'aljs “no se les asocia a

con sepsis; n

De MA/‘ra' CC hemaglutlnac:on indirecta, 17 serotipos de

acuerdo a . antlgenos psu ares solubles 156 ‘Estos antigenos son basicamente polisacaridos y

lnpopollsacarldos con capac:dad antngenlca alta.‘2 Se han identificado también dos diferentes
biotipos de M. haema/yt/ca de acuerdo a diferencias en la fermentacidn de aztcares.'” Los serotipos

[¥]



1, 2 5,6, 7, 8 9 11, 12 13, 14 16y 17 corresponden al blotnpoA que fermenta prmcnpalmete
fo fermentaa

serotipos ‘A n bovmos

Algunosserotlpos de M. haemo/yt/ca forman parte de la microbiota. normal ‘dela: cavndad

nasofarmgea Ios rumlantes, pero ba_]o sutuacnones que alteran los mecamsmos defensa

‘ pulmonar del hospedador Iogran establecerse en ‘el aparato respiratorio bajo'y. causar
pulmonar En la presentacién de la enfermedad mtervnenen diversos factores predlsponentes, que

ﬁo al tendo

son determinantes en el desarrollo de Ia enfermedad por ejemplo, las condlcuones amblentales

adversas y la mala alimentacion de los animales pueden favorecer al complejo‘ resplratorlo

También se ha demostrado la participacion de agentes prlmanos de tipo V|ral com
22 23

virus respiratorio sincicial y parainfluenza 3, capaces de iniciar la enferrnedad

1.3 Patogenia de la Pasteurelosis Neumodnica.

A pesar de numerosos estudios, hace falta adn :estudiar més acerca de la fisiopatologia

mulnfactorlal de la pasteurelosis neumonlca, tambuen conoada como complejo neumdnico en los
24

ovmos y de los eventos que conducen al estado f‘nal de la enfermedad clinica.
El tracto resplratorlo superlor est expuesto 1 arivre; dél -medio ambiente (frio, humedad,

incremento en Ia res:stem:la Ademas :de producurse ﬂuctuacnones en el medio ambiente que

la=m cosa nasal La velocidad del aire se incrementa y los

pueden alterar la anatom:a de

mecanismos que normalmente remue en patogenos aerdgenos, asi como también regulan la



temperatura del aire Y fo mantlenen con cierta humedad, se ven alterados. M. haemolytica
constituye una pequena porcnon de la ﬂora saprof‘ta de la nasofaringe de ganado sano. Bajo ciertas
circunstancias- tanto del hospedador, como, del ‘medio ambiente, las bacterias colonizan el tracto
respiratorio. El- estres del transporte, partos e infecciones concurrentes respiratorias de tipo viral,
pueden favorecer Ia colomzacnon del tracto respiratorio y de esta manera contribuir al desarrolio de
la enfermedad 2527 :

Pastez)fe//é bu , ¥ ) “importa‘rpte de patégenos durante las condiciones que conducen a 1a
forma chmca

se caracterlza por ser una

neumomcos que varlan e morfopatologla.—Se pueden

encontrar desde’ neurnomaA 'uadros donde existen lesiones

reguladas por hterro (PMH), : acarldos capsulares. Estas bacterias secretan una
citolisina especifica para leucocntos denomlnada leucotoxina. La expresion de los diferentes
antigenos ocurre’ en distintas cond|c:ones de crecimiento. Esto aumenta la posibilidad de que la
expresion de antigenos puede estar alterada /in vivo y contribuir a la patogénesis de la enfermedad.
Cada uno de estos antigenos probablemente contribuye a la enfermedad clinica, en combinacidn
con las secreciones y componentes celulares que favorecen la presentacion caracteristica de la
enfermedad asi como los cambios histopatoldégicos asociados al proceso. Dos mecanismos
importantes en la inmunidad de los bovinos hacia M. haemolytica, estan mediados por el
complemento, la opzonizacidn de la bacteria y la fagocitosis por neutrdfilos. 2



La neumonia aguda intersticial Y exudativa, es  considerada la mas représentativa del
complejo respiratorio bovino, cabe menc:onar que tamblen se hace referencia a ella como
pleurobronconeumonia f'brmopurulenta en 1a cIasnFcac:on anatomopatoldgica. Lo anterior se debe
a que su respuesta |nﬂamatorla exudatlv S predommantemente de tipo fibrinosa. Este exudado
cubre la pleura de las reglones éraneoventrales de ,pulmon' ademas, también existe una patente

derecho. Eventualmente, lesuon ha’ e\ olucnonado por algun tiempo, se aprecian

adherencias de fibrina. entre a pleura panetal Y la vnsceral “Las secuelas mas comunes son

itectura alveolar. Estas zonas de intenso - dano se encuentran " parcialmente
o celulas necrotlcas arremolinadas. En estas zonas pueden también apreciarse

eSpiratorio sincicial bovino © virus de la

w



directo en el aparato respiratorio, reducuen la remocidn bacteriana y la capacidad fagocitica del
macréfago alveolar.con lo cual se facilita la colonizacién pulmonar por. Maanheimia. 32:3*

Interaccnori Vlrus-bactena.

bacterias por parte,-qe‘lvmacrofago alveolar.” Por - ,e;empl
infectados con:virus rhuestran disminucién de receptbrés

ue macrofagos alveolares
celular para la porcnon

ﬂuorescentes mdncaron que el antigeno viral se Ioc es| fatorio en las estapas

eolares. Esto se debe a

agudas de la infecc:on viral, para despues s:tuars ev
que los macrdéfagos alveolares fagocitan restos de’
cual pueden mfectarse

lulas epit

ales contaminadas con virus con lo

Aspectos Inmunydlégicos.'

va 'a cabo mediante los

Con’ respecto a la primera,

[



Es de:.gran im'portancia la ‘heutralizac:on’ de la leucotoxma de M haemo/yt/ca mediante

desafios heterdlogos. Esto indica que los antlgenos expresados en. esta 'celulas se encontraban

ausentes en los crecimientos celulares en el laboratorio. ** %

II. FACTORES DE PATOGENICIDAD.

II.1. Leucotoxina.

La M. haemolytica, produce una gran cantldad de factores de v:ruylenc:a que son capaces de
egan un papel importante
KT) es extracelular y es

evadir los mecanismos de defensa del hospedador Aun ue odos ellos

completa mente deficientes en

tet:zada y'ékcretada por M. haemo/yt/'ca




RTX lisan células blanco mediante la. formac:on transmembranal de poros. V74849 Muychas toxinas
RTX, mcluyendo la KT de M. /laemo/yt/ca,ison tamblen potentes estimuladores de leucocitos

:cuando estan presentes en bajas concentrac:onesf 4nducuendo £ expresion de citocinas
Sriz nes ,tal “es el caso del leucotrieno B4

ara’leucocitos polimorfonucleares en el

codifican por la IktB (thB de SOkD) y Ia ktD(LktD de:55kD):son esenc:ales para la secrecién
extracelular de la leucotoxina. 558

Esta Ieucotoxma (LktA), produce dafio: especn“co en: leucocntos‘de rumxantes,s""” exhibiendo
solo una Ieve actwudad hemolitica contra entrocntos en’esta especie La LktA parece jugar un papel

lmportante en la patogénesis de la mfeccnon por M. haemo/yt/ca.,Se presume que esta funcién es
destruir. Ieucocntos, principalmente macrofagos ‘alveolares;en’el smo de infeccidn, lo cual reduce la
capac:dad del hospedador de establecer una espuesta mmune ef‘cnente, induciendo eventos de

‘|nﬂamacxon que desencadenan un severo dano alipuimdén.iEn’ adnaon a ésto, las enzimas liberadas

por los leucocitos lisados en el tejido pulmonar contrlbuyen a- Ia severa necrosis observada en las
infecciones por M. hAsemolytica. La leucotoxma por si mlsma, no es téxica para el epitelio bronquial;
la severidad de Ias lesiones en los septos alveolares depende en su mayor parte de la acumulacién
de leucocitos. © : St



Estudios - previos han - mostrado que la estimulacic’m a los neutrdfilos de bovino por la
leucotoxina resulta en una elevacnon de calcio mtracelular .por: influjo de éste desde el medio, a

través de canales de entrada con_carga. ,53 Hallazgos sumllares se han descrito en neutrdfilos de

humano por leucotoxma ‘de Actmobaa//us act/nomycetemc 172 tans

CEl ‘ir{ﬂhjd de‘ca'iéid dentrd de las.‘ it 'c‘;i'y’acién de fosfolipasa, liberacién del
“la’_subsecuente formacién de lipidos
vasoactivos y quimiotacticos; 2) actlvacnon‘del estallldq rc—splratorlo y degranulacién; y 3) induccién
de citocinas proinflamatorias como la mterleucma 1‘(IL1) y el factor de necrosis tumoral (FNT). Si

se diera un influjo de calcio, la membrana ,dve la celula,

factor actlvador de plaquetas Y acud

p:erde su integridad como resultado de la

continua degradacién de fosfolipidos. Exi‘st:e idencia . de que el influjo de calcio permite la

activacién de la célula y posteriormente la muerte de la misma.

Aunque estos estudios indican que Ia’ res 5ta del calcio lntracelular a Ia eucotoxma podria
ser un evento temprano durante la actnvac:on de Ieucocxtos, los caminos precnsos que conducen a la

respuesta del calcio intracelular no han sido claramente entendidos. 55,59,60°

1m|otattlcos como el leucotneno Bq (LTB,). Estud|os previos reportan
que Ia LKT-mduce »a smtesxs de LT8,

en neutrof‘los de bovmo, los cuales correlacionaron

n: productos liberados por leucocitos
dﬁctos de la S-lipoxigenasa del acido
fraenouco, que son potentes agentes
eclutamlento de células, ademas de
exacerbar los eventos mﬂamatornos en las Ies:onkestlcrovasculares

quimiotacticos. Se sabe que estos“agentes mducen e




Los mAecanismos'in'ducidos por la leucotoxina, mediante los cuales se activan los leucocitos,
no han s:do totalmente determmados, pero es requerido un incremento en el calcio intracelular. Se
han,reallzac;!o.

tUdIOS asocuados a fenomeno de.apoptosis celular en relacién a algunas bacterias

c-tollsmas que estaban" nmunologlcamente relacnonadas ala Ieucotoxnna del serotipo Al. Mientras
que Lori y colaboradores en 1987, confirmaron los estudios realvzados por Shewen y Wilkie en
1985,. incluyeron "datos en 'sus . investigaciones de. los serotlpos 13 al 16 los cuales fueron
recientemente descntos, demostrando que las toxmas estan tanto mmunologlca como

funcionalmente relacionadas en estos serotlpos. Esto ha s:do demostrado por estudnos similares a

que los 16 serotipos de M. haemolytica t‘enen relac: perofnok:-:son idénticos,

determinandose, al menos siete  diferentes. varnac:ones en : :
haemolyvtica. Los determmantes genéticos que:; codlt‘can a Ia leu otoxma y Ias protemas que

requiere para su activacion y secrec:on, han sido clonados en el rot:po 1 Y: caracterlzados.

La leucotoxina mhnbe Ia expres:on de Ias moleculas de clase 11 del complejo principal de
hlstocompatlbllldad en’ monoc:tos Y macrofagos, reducuendo S| capacudad para presentar antigenos
al linfocito T coop :

‘la transformacién blastoide de

Imfocntos. _Los > acién y destruccion de ceélulas
|nmunocompet ] ncia ‘de la bacteria en el sitio de

|nfeccnon,‘que on eI dano al:

endoteho vascula
consecuencna de esta actwacton 7172

onde ;sii efecto no es directo, sino Gue es

Muchas propiedades se han asociado a toxinas del grupo RTX, donde se incluye a la
leucotoxina de M. fiaemolytica, con su actividad citotdxica a varias células del sistema linfoide y no
linfoides, asi como también su habilidad para modular la actividad inmunoldgica de linfocitos y

10



monocitos. El conocimiento de los mecanlsmos mmunologlcos que. confieren protecc:on contra M.
fHraemolytica, ha sido de gran :mportanc:a para; tratar de desarrollar mejore.s productos biolégicos
que prevengan la mfeccnon.

La vacunacnon de bovnnos con M. haem dr{ sobrenadante de
cultivo hbre de bactena €

experimenta

gllcoproteasas 7877

semolytica serotipo Al
‘a proteccidn se refiere

v ‘11.2'; Lipopolisacarido, .’

Otro de los factores de virulencia de .M. 'haemo'/lytica'es‘v el'lip‘opolrisaca‘r'ido, el cual ha sido
mejor estudiado en el serotipo Al y comprende del 10 al 25% del’ peso seco de la bacteria.
Presenta el lipido A, una regidn central compuesta de Hex-Hep-acZ -ceto- -3-deoxioctulosdnico y un
pohsacando somatico o unidades trisacaridas repetitivas de dos residuos de D-galactosa y un
residuc de N-acetil-D-galactosamina.®™® El LPS se encuentra’ generalmente asocnado_ a'la‘célula
lesiones
Al LPS se le consndera cOmo - uno de los componentes de: la bacte a ’con alta'

bacteriana, pero en las infecciones ha podido detectarse7en forma ‘libr‘e en: jlas'
81

pulmonars

descntos cuando Ia endotoxina se administré en




'Se ha demostrado también que cepas de M. haemo/ytica Al muertas, administradas
mtratraquealmente, o purificados de LPS de Ia mlsma cepa admlmstrados |ntrabronqunalmente, son

Vcapaces de causar exudacion de neutrofilos y Fbrma 'edema pUImonar_ asx como agregacnon de

81,83-87

q dor_uco.

La espectroscopia de resonan
frahsferencia se encontré que muchos de
los serotipos del biotipo A p ' n{ U cadena-O; ademas, se demostrd que los
polisacaridos de la cadena AO de’ los: serotipos 3 Yy 1s: del biotipo T, asi como aquellos de los

los serotipos 1, 6 y 9 es 1dent

serotipos 4 y 10, son |dent|cos.



En cuanto a la composicién de los monosacarldos de la regidn nuclear, ésta es muy similar
en los serotlpos 1, 6 8 9 y 12 de blotlpo A, los ollgosacandos contuenen cantidades molares

tienen el
un nivel

En algunos Stu S que el polisacarido capsular del serotxpo Al interactiia con el

surfactante alveolar /n v 0, una reaccnon de prec:pntac:on en la que intervienen azlcares
N-acetilados. Cuando se trato cle ndentuf‘car la espec-l‘cndad de esta mteracc:on se encontré que el
surfactante reacc:onaba fuertemente con N- acetll glucosamlna, Y en menor grado con N-acetil-

galactosamina, pero no presentaban mngun efecto con N-acetll manosamma, uno de los

constituyentes del pollsacarldo capsular. La mteracaon de este componente bacteriano con el
surfactante /7 vivo no produce cambnos f‘snopatologlcos mportantes que conduzcan a dafo del
tejido pulmonar, pero se cree pueden tener una ] nteraccton tlpo recepto adhesma, involucrada en

la adhesnon de las bacterlas al eplteho alveolar

Las cepas que pertenecen al blottpo T tlenen la caracter:stlca de un LPS de tlpO liso,

bovino.®” 1 Aunque ios perf‘les son‘similares en 168 genes de las citocinas promflamatonas, éstos al
expresarse en respuesta a la leucotoxina y el LPS, muestran marcadas dlferenctas en la cinética de

expresion, 'y transduccién.®? En macrofagos de diferentes especies, el LPS ha mostrado estimular la
fosfolipasa C (PLC) vy la fosfolipasa D, resultando en la produccién de’ mosutol 1, 4, S—trifosfato (IP3)



v diacilglicerol (DAG).338:6% Ha sido bien establecido que el IP; estimula la liberacién de calcio de las
reservas intracelulares en diferentes tipos de células.®®*® Sin embargo, existen conflictos en cuanto
a la informacién de los papeles que juega el IP; y el DAG en la movilizacién del calcio intracelular

por LPS en macréfagos.??>°

11.3. Proteinas de Membrana Externa.

Varios compohenetes antigénicos de M. faemolytica 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

protecc'ién‘:p'arciél contra la induccién experimental de la enfermedad. 749495 -

Las proteunas de membrana externa’ (PME), son potenc:ales candldatos como inmundgenos,
ESpeCIalmente ‘aquellas que se exponen en la superﬁcte 96,97, El uso de :obrenadants de cuiltivo en

fase de’ crecnm|ento logaritmico de M haemo/yt/ca Al, han svdo utnluzado o_rpo, vacuna, reportando

contra este serotipo.®*%

- que aumentan la resistencia a Ia pasterelosns neumomca ‘esp

. otros componentes

componentes de la mlsrna

liberados: duran

patdgenos para la invasién a’l
de alta afinidad para obtener |

Se sabe ademas que las protennas de mernbrana externa aisladas de A7 Aaemolvtica inducen
alteraciones en la actividad bxolognca de’ los leucoc:tos polimorfonucleares. A dosis dependientes, se



observé que reducen la_capacidad’ de adﬁe'rencia a la pared de naylon y actian como
quimiotactinas a cénce_‘ traciones de entre 5 y 20 ug/ml. *°

: Una- baﬁtjérqél‘ ndncnon& expresa diferentes fenot:pos para adaptarse al nuevo
medio. E:
dedicadas a ‘c‘e‘:bt‘a
inve'stigayc’iérri Eih

nm nologucaﬁ'aente tienen S|gn|t'cado importante en

ambnente, el .c
dlspombulldad d

a las células del hospedador p ra.evu ar ser mas facilmente fagocntada, dafando de ésta forma la

funcion de la membrana celular PME de las bacterias gram negativas podrian ser elementos
importantes para la elaborac:on de vacunas, ya que desarrollan y estimufan una respuesta inmune
protectora y de resistencia a’ Ia pasteurelosns neumonica, al exponerse en la superficie de la
bacteria, siendo asi potenc:avle‘s blancos para el sistema inmunoldgico del hospedador,

desencadenando respuestas de’ ﬁjac_:ién_de complemento y de opzonizacién por anticuerpos. °?




En estudios donde el ganado fue vacunado con proteinas reguladas por hierro (PRH) de 70,
77 y 100 kDa los tltulos de anticuerpos séricos no correlacionaron con la resnstencna a la infeccidn,
pero los; antlcuerpos contra estas proteinas, en conjuncion con, los antlcuerpos a otros antigenos de

superf‘cne, aui ntaron la respuesta inmune. 103 pExiste incluso- ewd’

: de que algunas de estas

ervadas entre los diferentes serotipos de M. haema/yt/ca y tal vez éstas podrian
102,104,105

protelnas son c

proveer de alguna proteccnon cruzada.

AT Exlsten estudlos que lndncan que los antlcuerpos contra las protelnas de membrana externa
de M.
vneumomca del ganado, ya que son de los antigenos mas importantes en la estimulacién de la
resustenc:a a dncha enfermedad segun Morton y colaboradores, en 1990, 1994 y 1995, Moiser y
colaboradores, en 1989 Junto con la revisidon de Confer en 1993; indican una correlacién

haemo/yt/ca Juegan un papel muy importante en ‘la” inmunidad contra la Pasteurelosis

estadisticamente significativa, entre la resistencia a la pasteurelosis neumdnica y la presencia de
anticuerpos séricos, dmgxdos contra una gran cantidad de proteinas presentes en extractos salinos
de toda la célula bactenana.

En otros estudno ] se clonaron Y secuenciaron los genes que codifican la Ilpopotrema de 38

podrlan

sugieren; I.papel que. juega esta proteina en el desarrollo de la inmunidad contra la infeccién
ocasionada por M. haemolytica. **

En el Instxtuto Moredum, se desarrolld un modelo de pasteurelosis ovina utilizando corderos
Ilbres de patogenos, que permitian la reproduccién confiable de neumonia en los animales. Las
" células bacterianas recuperadas a partir de fluidos de pleura fueron examinadas por SDS- PAGE e
“inmunoelectrotransferencia”. Gran cantidad de nuevos antigenos fueron identificados, l0s cuales
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eran expresados /7 vivo en estas areas, como las proteinas reguladas por hierro que podrian tener
relacion al inducir su expresiéon en el laboratorio, en medios en los cuales el hierro era eliminado
haciéndolo inviable. La expresion de éstas fue confirmada por otros autores en aislamientos de M.
haemolytica en el ganado.!®®

Una gran cantidad de proteinas de membrana externa, las cuales son expresadas /in vivo,
son directamente recuperadas del tejido pulmonar, tejido subcutaneo o cdmara peritoneal. E!
mayor interés ha sido ligado a los antigenos de superficie, los cuales son considerados como
potenciales inmundgenos protectores. Numerosos estudios han caracterizado antigenos de
superficie de M. haemolytica y la mayoria de estos se encuentran regulados por hierro. '°°

Los antngenos asoc:ados a la fraccién de membrana externa de M. haemolytica, a partir de

cepas /n wva permxten una adecuada mmumdad protectora mientra que las cepas que crecieron /in7

wtro solo conf‘eren un proteccnoh homologa Concluyendo que los antigenos expresados en la

membravrna externa. in . vivo son |mportantes contra la’ mmun:dad de la pasterelosis neumodnica. 39 110
Ios pnnc:pales,antngenos mvolucrados en inducir una respuesta
protectora, ya NER C acidncon LPS: exclusivamente, se ha observado que solo induce una

proteccnon parcu'




1. JUSTIFICACION.

Las bacterias patdégenas pueden modular la . expresion  de. componéntes celulares en
respuesta al medio ambiente que les rodea. Para el “grupo de orgamsmos HAP (Maemophillus,
Actinobacillus y Pasteurells), el medio amblente podna ser tan dwerso como el tejido inflamado &
normal del pulmdn, la mucosa 6 el aparato resplratono supenor Entender como la bacteria
responde, sobrevive, crece e mteractua con su hospedador en ‘ese habitat, permitira comprender el
proceso patogénico e intervenir con ,vacunas Yy quimioterapéuticos en las neumonias que causan las

bacterias de este grupo.
IV. HIPOTESIS.

Mannheimia (Pasteurelld) haemolytica expresa - diferentes - antfgenos,' en particular de
membrana externa, en dlstmtas condlcnones de. crec:mlento, de Ia rmsma manera esta expresion
antigénica puede modificarse en la forma natural de Ia enfermedad y en desaf‘os experimentales;
y cada uno de éstos antigenos puede contribuir en forma d‘ efenie o en mteracnones a la patogenia

de la enfermedad e inducir una respuesta inmune dlstlnta e cad‘ condmon.

V. OBJETIVOS GENERALES.

1.- Determinar la respuesta de anticuerpos contra antigenos de M. fhaemolytica mediante
diferentes técnicas en corderos clinicamente enfermos de neumonia, en los Convalecientes del
proceso, asi como en animales sanos y desafiados experimentalmente.

2.- Establecer la existencia de diferencias en la respuesta inmune contra los distintos antigenos, en
las diversas condiciones de enfermedad del hospedador.
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VI. OBJETIVOS PARTICULARES.

- Obtener suero de animales con neumonia clinica, Convalecientes del proceso_ asn’ como de

sanos, al igual que de animales desafiados experlmentalmente para - evaluar su:- respuesta a
antigenos de M. haemolytica. :

2.~ Aislar, caracterlzar Y serotlpnf‘car M. ﬁaem /it
corderos muertos or'el proceso.

para su posterior utilizacion

" 5.- Reallzar estudxos hustopatologlcos ories snghnrtativas de

pasteurelosns neumaonica.




VII. MATERIAL Y METODOS.

VII.I FASE DE CAMPO.

VII.1. Material Biolégico.

Los estudios se realizaron con corderos'que desarrollaron cuadro clinico de neumonia, que
presentaban aumento de la frecuencia respifat;bria y cardiaca a la auscultacién, a nivel de campos
pulmonares, se escuchaban estertores o roces pleurals, asi como salida de moco a través de los
orificios nasales y fiebre de 39.6 C a 41.6 C. Los animales procedian de explotaciones con alta
incidencia de la enfermedad. Se les clasxﬂco como grupo de ENFERMOS. Se les tomaron muestras

de sangre para obtener el suero 'y determnnar Ia presencia de anticuerpos contra los diferentes
antigenos de M. #naemolytica que se expr sa’ran ‘en ese momento, principalmente leucotoxina (LKT)
y proteinas de membrana externa (PME) Se realizé un segundo muestreo a los quince dias, de
aquellos animales ENFERMOS que’ se recuperaron del proceso, clasificando este segundo muestreo
como grupo de CONVALECIENTES. También se muestrearon animales clinicamente sanos
seleccionados aleatoriamente del hato, clasificando este grupo como SANOS; para determinar los
anticuerpos contra los antigenos ya mencionados.

1)
2)
3
4)
5)
6)
7)
8)

VII.2. Muestreos seroldgicos de animales en campo.
Los corderos evaluados en los distintos grupos procedian de las siguientes zonas:

Jilotepec, Edo. Mex.

Jaltenco, Edo. de Méx.

FES-C UNAM (Cuautitlan Izcalli, Edo. de Méx.)
Tecaméé, Edo de Méx.

Temoaya, Edo de Méx.

Dolores Hldalgo, Gto.

Apan Hgo

Chnmllpa, Hgo.



En el CUADRO 1.1., se presentan la frecuencia y porcentaje de muestreos realizados en cada
fugar. La zona con mayor nidmero de muestreos fue Jilotepec, Edo. de Méx., dadas las facilidades
para acudir a dicho lugar, asi como el nimero de animales clinicamente enfermos de neumonia que

se reportaron.

CUADRO 1.1 Distribucion del total de muestras seroldégicas obtenidas en campo
en las diferentes regiones.

NUMERO DE

REGION PORCENTAJE
MUESTRAS

JILOTEPEC, EDO. DE MEX. a2 27

JALTENCO, EDO. DE MEX. 9 6

FES—CUAUTITLAN, EDO. DE MEX. 8 5
TECAMAC, EDO. DE MEX. ao 26
TEMOAYA, EDO. DE MEX. 232 i3

DOLORES HIDALGO, GTO. 9 6
APAN, HIDALGO. i9 iz

. CHIMILPA, HIDALGO. 6 a
TOTAL i55 100
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En el CUADRO 1.2., se presenta la distribucion del total de muestreos con respecto a los
grupos en los que se dividieron a los animales a nivel de campo, para su posterior analisis

inmunoldgico.

CUADRO 1.2 Frecuencia y porcentaje de muestras obtenidas en campo de tos
diferentes grupos de animales.

RO D

A n READO . POR A
ENFERMOS 96 64
CONVALECIENTES 34 21
SANOS 25 15
TOTAL i15S 100

- VIL.3. PRODUCCION DE LEUCOTOXINA (LKT) DE M. haemolytica PARA LA PRUEBA
VISUAL SIMPLE.

VII.3.1. Material Bacteriolégico.

De las diferentes regiones muestreadas en campo, se obtuvieron 3 aislamientos de cepas de
M. haemolyvtica de animales muertos por el proceso neumdnico, a partir de muestras
representativas de la zona de lesién pulmonar. Los serotipos capsulares de M. Haemolytica fueron
determinados por hemoaglutinacidn indirecta, utilizando antisueros de referencia y siguiendo la
técnica sugerida por Frank en 1978 en microplacas de titulacién de 96 pozos. '°
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VII.3.2. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

- Se: utuhzo una cepa de M haema/yt/ca serotipo A2, obtenida de un animal muerto por
neumonla muestreado en campo durante el desarrollo de la investigacién, para la obtencidn de los
antlgenos a probar LKT y PME). Se realizé el cultivo de las bacterias en cajas de agar sangre, por

el metodo de esirla cerrada, incubandose 24 horas a 37 C y posteriormente se realizd la tincién de
Gram, asi como las pruebas bioquimicas pertinentes para su identificacidn (CUADRO 1.3). '3

CUADRO 1.3 Pruebas Bioquimicas de identificacion de Af. haemolytica. '*''?

Oxidasa’

Motilidad

Glucosa

Hemdlisis

recimiento en Agar MacConkay

Reducc:on de mtntos

Indol

Urea

a. Solo algunas cepas lo presentan y es limitado

VII.3.3. Produccion de LKT.

Se cultivaron las mismas cepas obtenidas de lesiones neumdnicas de M. Aaemolytica en agar
sangre y se incubaron a temperatura de 37 C por 18 horas. Se cosecharon y cultivaron en matraces
que contenian 250 ml de medio RPMI 1640 adicionado con 7% de suero fetal bovino. Se incubd en
bafio Maria a 37 C con movimiento constante, a una velocidad de 100 rpm, durante 5 a 6 horas. Se
centrifugd a 1500 x g por 20 min., se decantd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendid
en un medio fresco (250ml de medio RPMI '1640'adicionada con 7% de suero fetal bovino) para
‘ fio Maria con movimiemto constante.

TE:-‘)!." RS
FA‘LL‘A U-EJ \/J.N.UEN

una segunda incubacién de una a dos horas a 37 C e

3
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Posteriormente se centrifugd para recuperar el sobrenadante del cua! se obtuvieron alicuotas para
determinar. su efecto citotoxico. La cantidad de leucotoxina producida se determind utilizando la

técnica de ensayo visual simple.!"

.VIL.3.4. Titulacién de LKT de M. haemolytica .

Para la titulacion de leucotoxina de M. /haemolytica se requirieron leucocitos de sangre
periférica de ovino, por lo que se procedid a su obtencidn:

VII.3.4.1. Obtencion de leucocitos de sangre periférica.

Se tomaron muestras de sangre periférica de bovino con tubos vacutainer, los cuales
contenian heparina como anticoagulante. La sangre se depositd en tubos de polipropileno de 50 ml,
a los cuales se les adiciond la misma cantidad de agua destilada por 30 seg., provocando el choque
hipotdnico que produjo 13 lisis de los eritrocitos. Posteriormente se le agregd la mlsma cantldad de
solucidn salina fisioldgica (SSF) concentrada a 2X, con lo cual se detuvo Ia |ISIS ’entroc ca. Los

tubos se centrifugaron a 800 X g por 5 min, hasta obtener el paquete globular bla

eritrocitos. El paquete celular blanco se resuspendid en medio RPMI 1640 a una concentracnon de 1
X 10° células’ por mi . :

vn'.3‘f.'4‘.2 Titulacién de LKT.

qtq;d}acién de 96 pozos fondo plano se agregaron 200 yl de sobrenadante
d‘ ‘M. haemolytica a la primera fila. A partir de la fila “B” y hasta la fila “H"

olbi'en,adante para posteriormente realizar diluciones dobles, pasandoc 100
“B” la “C” y asi sucesivamente hasta la fila “"H”. Se agregaron 100 y! de

leucocntos 1X107 el/ml) en med:o de RPMI 1640 a cada pozo, obtenidos por choque hipotdnico y

se lncuboq or una‘ hora a 37 C. Posterlormente se centrifugd la ptaca a 800 X g durante S min y se
decanto el sobrenadante, se ad:cnono formalina amortiguada al 10%, y se incubd a temperatura
ambiente’ durante 20 min.: Postenormente se tifieron las placas con una solucién de cristal violeta a!
1% durante 10 mm, lavandose Fnalmente con agua corriente. Un fondo azul en los pozos, indicé ia
presencia de celulas temdas y por lo tanto la ausencia de leucotoxina de M. hraemolytica en el
sobrenadante. Un fondo Clafo'lﬂdvaO en contra parte la presencia leucotoxina que ejerciendo su

efecto de lisis sobre las células “blanco”, eliminando el sustrato celular a tedir. ''*
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VII.3.5. Determinacién de anticuerpos contra la LKT de Af. fhaermolytica.

Esta prueba se fundamenta en la capacidad que tiene la leucotoxina de M. haemoltica
para lisar a las células “blanco” y la capacidad de los anticuerpos presentes en el suero de los

animales para inhibir este efecto citotdxico.

Se agregaron 192 ul de RPMI 1640 en mxcroplacas de titulacidn de 96 pozos de fondo plano
‘p mera fila, para iniciar con una dilucidn de

y 8 de suero problema fueron deposutados en‘ ‘I
.1:25. 'Se. reahzaron dllucuones dobles el suero ‘se gregaron 100 jl de leucotoxina ya titulada
(titulo 1 2), Y se adlcxonaron 100 ul de celulas "(Ieucocn:os) a_todos los pozos. Se dejé incubar una
3 se: decanto el sobrenadante y se agregd

se agrego cristal violeta al 1% y después

,de 5 mm., se reahzo Ia Iectura de Ios resultados prevno lavad las placas.

uUn fondo claro indicd 1a ausencia de anticuérpos{ por lo que la leucotoxina quedaba libre
ejerciendo su efecto de lisis sobre las células “blanco” eliminando el sustrato a tefiir. Un fondo de
color azul indicaba la presencia de anticuerpos neutralizantes de leucotoxina en suero.

VII.4. TECNICA DE OBTENCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE
MEMBRANA EXTERNA DE M. faemolytica.

Se sembraron las cepas de M. Agemolytica por 12 hrs a 37 C en medio sdlido (agar sangre).
Posteriormente se resembraron en un litro de medio de cultivo liquido BHI, incubandolos a 37 C
hasta una absorbancia de 0.9 A 600 nm. Se cosecharon las células por centrifugacién a 4 C, a 3500
X g / 25min. Se lavaron las células obtenidas del centrifugado anterior, con HEPES (2 veces), por
resuspension y posteriormente se centrifugaron a 4 C, 3500 X g por 20 min. La pastilla se
resuspendié en 60 ml de HEPES 10 mM.y 1 mg de DNAsa pancreatica y RNAsa pancreatica,
adicionando inhibidores de proteasas PMSF. 0.1.My EDTAde 1l a3 mM.

Para obtener las fracciones celUlares se sonicS la muestra distribuyendo las células en varios
tubos en cantidades de 10'a 15 ml un baﬁd 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 centrifugd la
muestra sonicada a 1000 X g / 15 min para la remocién de los restos celulares. Posteriormente se

N
th



recuperod el sobrenadante Yy se. centnfugo a-150,000 X g / 2 hrs en HEPES. La pastilla obtenida se
considerd correspond|a a: una fracc:on de la envoltura celular cruda que contiene membrana
externa y membrana c:toplasmat:ca La pastslla de membranas totales se disolvié en amortiguador y
sarcosil al 1% (10 ml) 'y . se puso’en agltac«on suave por 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente la muestra se centrlfugo a 150,000 X g / 1 hr y el paquete resuitante, proteinas de
membrana externa, se disolvidé en agua deionizada, mientras que el sobrenadante correspondio a

la fraccion de membranas internas.!s

VII.4.1. Purificacion de proteinas en soluciéon, en presencia de detergentes y
lipidos.

En 400 pl de metanol se adicionaron 100 pl de la solucion de proteinas de membrana
externa de M. haemoltica y se sometid a la accidn del vortex y posteriormente se centrifugd
durante 10 s a 9,500 X g en microtubos cdénicos de polietileno, para la coleccién total de la
muestra, que correspondia a la fraccion de membrana externa. Se adicionaron 100 ul de cloroformo
a la muestra anterior, sometiéndola nuevamente a la accién del vortex y se centrifugd 10 s a 9000
X g. Péra muestras con alto contenido de fosfolipidos, como la que se obtuvo a partir de M.
haemo/yt/ca, se: emplearon 200 pl de cloroformo. La- separacnon de las fases se llevdé a cabo
,adlcaonando‘ _00 pl ‘de ‘agua destilada -y : sometylend {

avemente a la accién del! vortex,

~cen;nfugando t‘nalmente 1 min a‘ 9000 X g ‘Lat fase sup or ‘se removié cuidadosamente y se
desecho. Por ultlrno se adicionaron 300 pl de metanol al resto de la fase cloroférmica inferior y la
mterfase con la proteinas precipitadas, que fueron mezcladas y centrifugadas 2 min a 9000 X g; el
‘sobrenadante fue removido. El pellet de proteinas se secd bajo rocio de aire y se guardd hasta su
uso. !

VII.4.2. Cuantificacion de proteinas.

El contenido de proteinas totales fue determinado por colorimetria, utilizando el método de
microtitulacion de Bradford, utilizando un estandar de albumina sérica bovina. Cada microtubo con
la pastilla se solubilizé con 200 ul de amortiguador lisis. Se realizé una curva con la albamina sérica
bovina de 1 a 10 yg / ml, 10 pl de PBS y 190 ul de reactivo de Bradford, en placas de fondo plano
para ELISA. Se colocaron 10ul de muestra de proteina de M. saemolytica mas 190 pl de reactivo de
Bradford, determinandq vlyyaf',c'a_qtidad de proteina mediante la lectura de las placas en el lector de
ELISA a 405 nm y boi;ég'résién lineal.'¥?



VII.5. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO DE
SODIO (PAGE-SDS).

VII.5.1. Preparacion de la muestra.
Para la separacidn analitica de las proteinas en funcidn de sus pesos moleculares, se utilizd

PAGE-SDS por el método de Laemmli. '8
utilizar en el corrimiento electroforético, la pastilla sé disolvid en 50 pyl de amortiguador de muestra

Se ajusto la concentracidén de proteinas necesario a
y se colocaron 10 pl de la muestra en cada carril del gel de poliacrilamida.

VII.5.2, Corrimiento electroforético.

Para determinar que proteinas de la fraccion de membrana externa de M. haemolytica eran

reconocidas por los anticuerpos contenidos en los sueros de los animales problema, primero se
procedid a separarlas en un corrimiento electroforet:co las fracc:ones'de proteinas de membrana

externa, interna y citoplasma. Una vez marcadas la' dlfere

-estas tres fracciones, se
procedid a correr nuevamente las protemas de memb es de: poliacrilamida.

‘200 1l de amortiguador de
‘pH de 6.8, 0.8 m! de glicerol,
y 0.2'ml de Azul de bromofenol

Los antigenos se solubllxzaron mezclando 50

muestra (4 ml de agua destxlada 1 ml de T

efiormente se adicionaron a cada
iR

carril_10ul de la muestra, hacnendola correr 2 0, por el método de Laemmli.
formaron canales en el gel concentrador; medlante un peme y sobre estos canales se depositaron
las muestras de los antigenos a probar, excepto en’ un, canal en el cual se depositd una muestra de
los marcadores de peso molecular. El corrimiento se’ reallzo a un voltaje de 80 volts para el gel
‘concentrador y.120 volts para el gel separador, en solucién amortiguadora de corrida. De cada
qorﬁrhiento se hicieron dos geles, uno para ser teflido con Azul de Coomassie y el otro para realizar
Ia'inmuﬁoelectrotransferencia. Los geles se tifieron con Azul de Coomasie durante 12 horas a
temperétdra ambiente en agitacién, posteriormente se destifieron sometiéndolos a una solucién de
lavado, hasta obtener la intensidad de bandas deseada y finalmente éstos se conservaron en acido
acético 10% o deshidratados. El peso molecular de las bandas fue estimado seguin su posicion en el
gel, comparandolo con un estandar de proteinas de pesos moleculares conocidos, corrido en el

mismo gel. ''”



El peso de las proteinas se calculd por inter polacién al graf‘car el PM contra el Rf de las
protemas separadas por PAGE—SDS yen la mterseccnon se obtuvo el e" ST

1) Calcuio de'lAP.M de ’la’s bandas con baSe en marcaddres de peso conocido.’

Ry :'Distancia recorrida de la_muestra_problema

Distancia recorrida por el fondo

VII.6. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOTT).

Después de separar las proteinas por PAGE-SDS, las bandas de las proteinas. fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa mediante electrotransferencia a 80 volts ¢ .400 mA

durante una hora.'™™

La membrana de nitrocelulosa fue tratada por 24 hrs con leche descremada a
finalidad de bloquear puntos de unuon no especn"cos para los antlcuerpos A contw u
la leche descremada, se Iavo la membrana en tres ocasnones con PBS-Tween ‘20 al 0. 05°/o por -15

mmutos y se. procedlo ‘a cortar 1a’ membrana en tlras de papel de aprox:mada ente 0. 5 cm. de
ancho, las cuales fueron deposntadas en tubos de ensaye con tapon, a Ios que se-les ad:cnonaron 7
mi de suero de las dlferentes muestras, con 2 mI de PBS-Tween 20 Y leche deséremada al 5% y se
'mcubaron en ag«tacaon ‘durante . dos horas a; 37 C, o toda:la- noche a4 C. A continuacién la
membra a se Iavo por tres ocasrones con PBS-Tween 20 durante 15mm. ‘cada uno y finalmente se
mcubaron las t:ras de+ papel de mtrocelulosa ‘con ‘Proteina’’A conjugada con peroxidasa, a una
2000  ) ag:tacnon por dos horas, a37:.C,’0 toda la noche a 4 C. Nuevamente se
hlcxeron Ios t ‘es lavad' S’ de 15 min.’cada uno con PBS-Tween 20 y f'nalmente dos mas con PBS de
- 10'min cada ara el ‘revelado de la membrana se UtlllZO 373 diaminobencidina (DAB) al 0.05%
. (20mg de DAB) n acxdo fosforico 50mM a pH 7.4, la cual se agité por 40 min. y se filtré. A esta
solucnon se agrego Ientamente 1.2 ml de solucién NiCo’ (15rng de NiClz; y 15 mg de CoCl; ) y 1 mi de
H>0O, al 0 1°/o. ‘Una vez que se prepararon estas solucnons se le agregaron a la membrana en
'agltamon Y. Ia reaccion se pard hasta obtener' la intensidad deseada de las bandas con agua

d:lucnon de 1'

corriente. 120 -



VII. II FASE DE DESAFIO EXPERIMENTAL.

VI1.7 Muestreo Serolégico de animales desafiados.

Se muestreo un rebafio de! municipio de San Juan Jaltenco Edo. de Méx., el cual estaba
clinicamente libre de cuadros neumdnicos, por lo que se procedid a monitorearios seroldgicamente,
realizdndoles pruebas de inmunoelectrotransferencia a partir de los sueros obtenidos contra
proteinas de membrana externa de M. haemolytica, seleccionando de é€sta manera, a 8 corderos
negativos al reconocimiento de dichas proteinas. Posteriormente, éstos fueron llevados 3 las
instalaciones del CENID- Mlcrob:ologna, INIFAP-SAGARPA, en Cuajimalpa, Méx., D.F., para su
posterior desafio experimentél. Se obtuvo un total de 56 sueros de los muestreos reatizados a partir
del grupo experimental. Los corderos tenian 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 incluyd los animales aretados
con el nimero, 30, 31, 32, 33 y 38 y el grupo testigo a los animales con nimero 34, 35 y 41.

A partir de la fecha que llegaron los animales, a las instalaciones del CENID- Microbiologia, se
comenzé a realizar un monitoreo, de temperatura antes; durante y después del desafio, asi como
un muestreo de sangre cada tercer dia (CUADRO 2.1). Los ammales no permanecieron en etapa de
adaptacion, m-c:ando los respectlvos mustreos al pnmer dla de su llegada a dichas instalaciones.

"nto':i:o'n' virus vivo de Parainfluenza tipo 3,
oék Uﬁidos. El virus se conservd y replicd
' MEM: (Med:o minimo esencial) a 37 C. El
lnoculo vxral demostro; 64 'mdades )emoaglutinantes’ e pruebas de hemoaglutinacidn directa,
real:zadas prewamente en el Iaboratono de microbiologia: del Departamento de Produccidn Porcina
'de la Facultad de Medicina Veterinaria y: Zootécnia,

Se utllxzaron 2ml de la solucnon que conte .al: vnrus, el cual se inoculd a los 5 animales por
via endotraqueal desmfectando con alcohol pr vxamente la zona a puncionar, que se localizd entre

los anillos traqueales del 2° tercio de la musma Los 3 animales, del grupo testigo, se inocularon con

29



2 ml de SSF por la misma via. Posteriormente al grupo desafiado se le administraron 2ml (3mg/ml)
de dexametasona por via intramuscular del 3° al 6° dia. - :

VII.9. DESAFIO BACTERIANO.

Al dl'a 7 del calendario (CUADRO 2. 1), se 'complet’o'

con un espectofotometro a 560 nm,
los animales del grupo testigo, en la misma forma en que

Simultdneamente se continud con la administracién de dexameta

intramuscular hasta el dia 12 °.

VII.10. ANALISIS HISTOPATOLOGICO.

Finalmente el dia 16° se sacrificaron los ammales tanto del grupo de desaf’o como del grupo

testigo, para evaluar la presencia de lesiones neumonlcas Y. obtener muestras de pulmdn

representativas de las mismas de aprox:madamente 0 Sv que abarcaban zonas de lesién y

zonas de tejido sano, las. cuales se f‘Jaron en- f rmalna amort:guada al-10% para su posterior

analisis hlstopatologcco.,

de campo, con Ios uéros dé los anlmales expenmentales (7 muestreos), CUADRO 2.1.




CUADRO 2.1. Calendarizacion del desafio viral y bacteriano, asi como del

muestreo de sangre de los animales desafiados experimentalmente.

' DESAFIO . SANGRADO
SANGRADO
D. VIRAL (- PI3) { SANGRADO

Dexarneiasona (1mlh)
‘Dexametasona (1mi) o
Dexametasona (1ml) ' SANGRADO

P L7 Dexametasona (1mi) T
D. BACTERIANO  SANGRADO

::Dexametasona (2ml) .

Dexametasona (2ml)

‘Dexametasona (2mi)

; Deitametasona (2mi).

SACRIFICIO

D: Desafio

TEoix TON




VIII. RESULTADOS

. Se obtuvieron un total de 155 sueros entre los que se encontraron animales de 1° muestreo,
que eran basicamente animales con cuadro clinico de neumonia (ENFERMOS) y animales de 2°
nﬁyestreo due correspondian a los animales enfermos que no murieron del proceso neumonico
(C'ODN\,'/ALECIENTES ). También se realizé el muestreo de animales clinicamente sanos. De los
’Va;n,iv_‘al_“e"’s desafiados experimentalmente (8) se obtuvieron un total de 56 sueros, de acuerdo al
numero ‘de muestrecs (7) segiin lo marca el calendario de desafio. Obteniendo un total de 211

sUérbs, los cuales se conservaron en congelacion hasta su uso para el desarrollo de las diferentes
pruebas.’

1) ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE A LA LEUCOTOXINA.

Se obtuvieron los titulos promedio de los anticuerpos antileucotoxina mediante el calculo
del logaritmo natural del titulo promedio y se procedid a graficar los datos de los animales
muestreados en campo. Como se muestra en la FIGURA 1, los titulos mas altos correspondieron a
los animales convalecientes (4); éstos descendieron en los animales enfermos (2) vy se observod una
respuesta relativamente alta en los animales clinicamente sanos (3).
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FIGURA 1

Anti-LKT

Log. del titulo promedio de Ac.

I SANOS B ENFERMOS OCONVALECIENTES

FIGURA 1. TITULO PROMEDIO DE ANTICUERPOS
ANTILEUCOTOXINA DE ANIMALES MUESTREADOS EN
CAMPO.

. Posteriormente se procedid a obtener las respectivas varianzas del titulo promedio de
anticuerpos—anti-LKT, obteniendo una respuesta altamente significativa para el titulo de
anticuerpos del grupo de animales convalecientes (p < 0.01) con respecto al grupo de animales
enfermos Y Sanos. En tanto que la respeuesta inmune entre el grupo de anlmales enfermos y sanos
no tuvo dlferencna s:gmf‘catnva. :

en 7. 3 como Io muestra la FIGURA 2
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El grupo desafiado presentd un patrén inmunoldgico de anticuerpos antileucotbxina muy
varlable a dn‘erencua ‘'de los animales muestreados en campo. y del mlsmo grupo testlgo, ya que
estos presentaron un tltulo promedlo de 7.84 al dia 1 del calendano del; desf‘o ;. como se puede

el dla 5: posdesaﬁo vnral el ‘titulo descendid a 7 84 pres'
comenzaron estos animales en el primer muestreo (7. 84) Para el dia ue correspondlo al desafio
bactenano, los titulos descendieron adin mas (7. 64) Sln embargo 'para el dia 12 posdesafio

bacteriano los titulos se elevaron (8.06) y lo contmuaron
correspondio al dla 16 posdesafio bacteriano alcanzado tntulos promedio de 8 5.

aciend hata el ultimo muestreo que

Finalmente se 'procedié a obtener las résp 5 as ‘del  titulo promedio de
anttcuerpos—antl -LKT, del grupo testigo, donde se ob ervo ste dxferencxa significativa

entre los’ dlferentes ‘muestreos de acuerdo al calendano de i excepto en el en el segundo

(dla 3, desafio vnral) Y quinto muestreo (dia 12 posdesaﬁoxbacte ano) ’Ios. cuals presentaron

dlferencxa sugmf‘catnva (p <. 05) - con respecto al resto ‘de los: muestreos. M:entras que en el grupo

desaf‘ado, ‘solo hubo diferencia altamente s:gmﬁcatnva ( p s 0 01) en‘el muestreo del dia 7, fecha
del dP_saﬁo bactenano. s



FIGURA 2

—o—TESTIGOS —a—DESAFIADOS

Log. del titulo promedio de Ac anti-LK

DiA 1
DiAa s
DiA 12
DiA 14
DiA 16

DiA 2 (DESAFIO
VIRAL)

DiA 7 (DESAFIO

BACTERIANO)

TITULO PROMEDIO DE ANTICUERPOS ANTILEUCOTOXINA DE ANIMALES DESAFIADOS
EXPERIMENTALMENTE .
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2) ANALISIS de PAGE- SDS.

Los perfiles de proteinas, en geles de poliacrilamlda al -12.5 %, - tefiildos con Azul de
Coomassie a partir de aislamientos de M. haemolytica serotnpo A2 consstieron en obtener las tres
diferentes fracciones celulares: proteinas de membrana externa, protelnas de membrana interna,
asi como proteinas citoplasmaticas (FIGURA 3) para. posteriormente establecerse diferencias en
cuanto al patrén proteinico de las diferentes fracciones.. Los perf“les de proteinas de las tres
fracciones presentan cierta similitud mas no son idénticos, ya que como se observa en el gel,
existen proteinas que comparten las t'reéifryacclcinves.'Las proteinas que evidencian mayor diferencia

se encuentran marcadas con flechas sobre el gel.

FIGURA 3

kDa

207kDa

120 kDa—»

|

e

78 kba —»

|

47 kDa >

FIG. 3 Electroforesis de las tres fracciones celulares de M. Aaemolytica.
PAGE-SDS al 12.5% tefidos con Azul de Coomassie. Marcadores de Peso Molecular
(MP), Carril 1, 2 y 3: Proteinas de membrana externa (PME)., Carril 4, 5 y 6:
Proteinas de membrana interna (PMI)., Carril 7, 8 y 9: Proteu’nas}mefqbranas

citoplasmaticas (PMC). /{ "
T s
T
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Una vez establecidas las diferencias en las tres fracciones de proteina de. M. haemolytica
serotipo A2, se procedid- a realizar'geles de poliacrilamida al 12.5%, tefiidos con Azul de
Coomassie, en donde se determlno eI patron de proteinas de la fraccidn de membrana externa

como se muestra en |a FIGURA 4. En la SIgunente electroforesis, se detecté una gran cantidad de
bandas de proteinas de varlables pesos moleculares este mismo patrén proteinico se observé en
los consecutivos corrlmientos electroforetlcos.

FIGURA 4
MP 2 3
T ) ] rod
185.38 kDa ———» SR A
118.9 kDa > - b
85.08 kba ~——b A4 §
62.13 kDa -y
51.19 kDa > P
ponsrrer 3
38.20 kDa ——» -
D B
26.08 kDa > : -
20.21 kDa e - e

FIG. 4 Electroforesis de la fracciéon de proteinas de membrana externa de
M. haemolytica. PAGE-SDS al 12.5% tefidps con Azul de Coomassie. Marcador de
peso molecular (MP); carril 1, 2 y 3 : proteinas de membrana externa de A.
haemolytica.




De los diferentes aislamientos de M. fiaemolytica se obtuvieron fracciones de membrana
externa que se corrieron en geles de poliacrilamida PAGE-SDS al 12.5 9%, obteniendo corrimientos
electroforéticos homogéneos con respecto al patrén de proteinas obtenidos en las extracciones

anteriores segln se observa en la FIGURA 5.

FIGURA 5
MP 1 2 3 4 5 6 7 8
220 kDa
106 kDa
90 kDa
70 kDa

FIG. S5 Electroforesis de 1a fraccion de proteinas de membrana externa de
M. haemolytica. PAGE-SDS al 12.5 %. Marcadores de peso molecular (MP)., carril 1
al 8, proteinas de membrana externa de A% haemolytica.
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3) ANALISIS DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Se seleccionaron 8 proteinas sobre PAGE-SDS al 12.5% de variables pesos moleculares. de.
acuerdo a su alto porcentaje de reconocimiento en las inmunoelectrotransferencias por ‘Ios\SUeros
de los animales muestreados tanto en campo como en la fase experimental, las cuales se muestran

~con flechas en la FIGURA 5 de la pagina 44. Para la evaluacion de este reconocimiento proteinico
se tomaron en cuenta variables que pudiera influir en el reconocimiento de las mismas tales como:
Regidn, Muestreo, Grupo y Temperatura. ) A

3.1) Andlisis de inmunoelectrotranseferncia por Regién (campo).

En las inmunoelectrotransferencias que se realizaron con las de fracciones de proteinas de
membrana externa de M. haemolytica enfrentandolas con los sueros de los animales muestreados
en campo, en la regidn de Chimilpa y Apan Hgo. Un suero (carril 7) reconocid a las 8 proteinas
seleccionadas en la inmunoelectrot.ransferencia y adicionalmente reacciond con dos proteinas mas,
no reconocidas por los demas sueros, -dichas 'protex'nas,se muestran con flechas. Sin embargo,
todos los sueros de estas regiones, reconocieron a la proteina 1 (94 kDa), 5 (53 kDa) y 8 (27 kDa),
excepto un suero (carril 1) que correspondid a una animal enfermo (E) y que solo reconocid a Ia
proteina 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
patrén de reconocimiento proteinico de los dos diferentes grupos de animales. Se muestran como
patrén de reconocimiento a las proteinas 1, 3, 5, 6, 7 y 8, asi como sus respectivos ‘pesos
moleculares observandose el reconocimiento de la mayoria de los sueros a una gran cantidad de
proteinas, que corresponden a las bandas que se marcan con ﬂechas ehtre la proteina 3 de 68 kDa
y la proteina S de 53 kDa. k : : R i
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FIGURA 6

106 kDa —» 94kDa (1)
81 kDa —®» 68 kDa (3)
47.5 kDa —p
53 kDa (5)
45 kDa (6)
35 kDa (?7)
—»
35.3 kDa 27 kDa (8)
—»
28.2kpa

FIG. 6 Inmunoelectrotransferencia del suero de animales muestreados en
Chimilpa y Apan Hgo. Marcadores de peso molecular (MP)., carril 1, 3,4,5,6,7y
8 animales enfermos (E)., carril 2, 8 y 9 animales Convalecientes (C). :




En los muestreos seroldgicos realizados en Jllotepec en’ anlmales enfermos, se observo

cierta homogeneidad con respecto al patron de reconoc:miento de Ias protelnas de membrana
externa de M. haemolytica. Como se muestra en la sngutente mmunoelectrotransferencna de ‘ta
FIGURA 7, dicho patrén incluye a las proteinas 1, 3, 4, 5, 6, 7 y'8.se muestra ‘con flechas sobre la

membrana, las proteinas reconocidas con sus respectivos pesos moleculares por el suero de’los

animales enfermos mostrando un patrén muy homogéneo de feconocimiento hacia . dichas

proteinas.

185.38 kDa
118.9 kDa

85.08 kDa
62.13 kDa

51.19 kDa
38.20 kDa

26.08 kDa
20.21 kDa

FIGURA 7

encia del suero de

FIG.7 1

trotr

o

1 (94 KDa)
3 (68 kDa)
4 (63 Kda)
5 (53 kDa)
6 (45 kDa)

7(35kDa)

8(27kba)

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

enfermos (E).
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3.2) Analisis de inmunoelectrotransferencia por Regién (experimentales).

Con respecto a las inmunoelectrotransferencia de los animales desafiados
experimentalmente, se pudo apreciar un patron cambiante de proteinas reconocidas por los
sueros en diferentes tiempos posdesafio, desde el primer muestreo hasta el ditimo. A pesar de que
los animales a desafiar se evaluaron serolégicamente contra las proteinas de membrana externa de
M. /raema/yti;a en su lugar de origen (Jaltenco, Edo.de Mex.), antes de ser llevados a las
instaléciones?eﬁ'donde sé les desafié resultando negativos. Se observé que en el primer muestreo

de sangre segun ‘el calendarno del CUADRO 2.1., ia inmunoelectrotransferencia demostrd un fuerte
‘ reconocnmlento a las protelnas seleccionadas de M. Aaemolvtica (FIGURA 8). Sin embargo, los
sueros de estos ammales también reconocieron una gran cantidad de proteinas adicionales
marcadas con ﬂechas 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 proteinas, seleccionadas en los casos de campo.
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FIGURA 8

208 ko 1(94 kDa)
' 3(68 kDa)

48 kDa 5(53 kDa)
6(45 kDa)

7(35 kDa)

35 kba 8(27 kDa)

FIG. 8 Inmunoelectrotransferencia del 1% muestreo de losanimales
desafiados experimentatmente. Segun el calendario de inoculacién (CUADRO 2.1)
de los corderos en desafio experimental. Marcadores de peso molecular (MP)., carril 3, 5
y 7 animales testigo (T)., carril 1, 2, 4, 6, 8 y 9 animales desafiados (D).
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Al 4° muestreo, después del desafio viral, se realizé‘otra inmunoelectrotransferencia
(FIGURA 9), en donde se aprecié claramente, una gran reconoc:m:ento por las:'8 protennas
seleccionadas en: campo. Este muestreo comcudno con £} fecha del dsaﬁo bactenan

este - momento, cuando los ammales entraron en contacto con la bacterla vnva a|

pi"ptel'nas
‘os de los
n' las 8
omo se puede
los sueros de los animales tanto del grupo testlgo (m),
como de grupo desarado (D), ermanecneron reconocuendo las 8 protemas establécndas y ademas
se apreciaron otras bandas de prot

via endotraqueal. Sin, embargo, se s:gu:o observand el reconoc:mlento de. un'
adicionales -que se salen de las establec:das
animales muestreados en campo que c

] te e ldentlf'cadas por
‘uestra en el gel (FIGU
ara los sueros de dIChOS ammales

preestablecidas’ en el patron de reconoc;m

apreciar en' la mmunoelectrotransferenc-a

in s‘ qu fueron reconocidas por &9':05
-con flechas sobre la |nmunoelectrotransferencva, muchas de las protemas

lmale . Se muestran

n:nonales reconocidas
por los sueros de los ammales desaf‘ados. :
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MP kDa 1 2

185
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85

62  -—

51

38

26
20

FIG. 9 Inmunoelectrotransferencia del 4° muestreo de fos animales desafiados
experimentalmente. Segin el calendario de inoculacién(CUADRO 2.1). Marcadores de
peso molecular(MP)., carril 1, 2 y 3 animales testigo (T)., carril 4....8 animales desafiados
(D). FIG. 4 PAGE-SDS al 12.5% tefiido con Azul de Coomassie. Marcadores de peso
molecular (MP)., carril 1, 2 y 3 PME de M. haemolytica.
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A partir del mayor reconocimiento con los sueros de los animales muestreados tanto en
campo ¢omo éxperimentalmente sobre las electrotransferencia; se muestran sobre el PAGE-SDS al
12.5% . las 8 proteinas seleccionadas para su posterior evaluacion en el presente trabajo. En el
siguiérrite' éc{rrih'\lento electroforético (FIGURA S) de los diferentes aislamientos de M. haemolytica

se muestran con flechas dichas proteinas con sus respectivos pesos moleculares.

FIGURA S
MP i 2 3 4 S 6 7 8

220 kDa

106 kDa 1 (94kDa)

90 kDa 2 (88 kDa)
3 (68 kDa)

70 kDa 4 (63 kDa)
S (53 kDa)
6(45 kDa)
7(35 kDa)
8(27 kDa)

FIG. S Electroforesis de |la fraccion de proteinas de membrana externa de
M. haemolytica. PAGE- SDS al 12.5 %. Marcadores de peso molecular (MP)., carril
1 al 8, proteinas de memnbrana externa de M. haemolytica.
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4) ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE MUESTRAS OBTENIDAS DEL GRUPO
EXPERIMENTAL.

Al finalizar el periodo de desafio, se realizd la eutanasia a los corderos tanto del grupo
testigo como del grupo desafiado, para posteriormente realizarles la necropsia y poder definir el
daiio a! pulmédn.

Lesiones macroscopicas:

© Los pulmones de los 3 animales del grupo test:go no. presentaron cambios patologucos
aparentes. Mientras que los 5 animales del grupo expenmental presentaron pulmones que en
algunas zonas no colapsaron, asi como zonas multlfocales de colorac:on grisdscea. Se observaron
también en los Idbulos anteriores zonas. multnfocales de color I'OJIZO que sugerian congestlon Las
lesiones observadas fueron sugestivas de neumonla nterstncnal' sin embargo, sélo " uno de Ios

animales presentdé una zona de consohdacnon ro;a en ‘el lobulo antenor derecho, sobre 1a’ cual se
encontré abundante material de aspecto f‘brllar de color amanllo, el cual se extendua ha ia’ el saco
pericardico, ademas de formar adherencnas del pulm n hac:a la pleura Y Ios Iobulospulmonares

Los pulmones de Ios les désaﬁados desarrollaron en su mayoria (4:5) neumonias de
tipo intersticial difusa que ﬂuctuo de moderada a severa, en la cual se podia observar el
engrosamiento del epltello alveolar por hiperplasia de neumocitos II y ligero infiltrado mononuclear,
asi como también era evidente la hiperplasia del tejido linfoide asociado a bronquiolos. Solo un
animal desarrolld una bronconeumdnia fibrinopurulenta aguda que microscSpicamente se distribuia
de forma  difusa severa. Los principales cambios observados fueron vasculares e incluian
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hemorragia, congestién y edema, asi como la presencia de fibrina depositada principalmente entre
los septos interalveolares engrosandolos v hacuendolos mas. evudentes, la pleura se encontraba

lgualmente engrosada. .
nﬂamatorio de leucocitos

alveolares, los cuales se observaron en la luz de alveolos J , bronquuos y bronquiolos. En
otros campos era evidente la necrosis hcuet‘actnva de parenquima pulmonar, ademas de

presentarse “células en avena” distribuidas multlfocalmente.

5) ANALISIS ESTADISTICO.
Se realizé el andlisis estadistico, con base. a’ fre "ehde‘los diferentes,

eventos durante el desarrollo de la mvestrgac:on, esta 1. de. los mismos, asi

como frecuencia y porcentaje. Para dicho et’ecto Se funv programa

estadistico (Stata.7) elaborado para los departamen
‘Sistema de Analisis
I Norte, utilizando un

Posterlormente se.. reahzo un segundo a
Estadistico: Statlstlcal Analus:s 5ystem (SAS) Fde 1;
vprocedlmlento Ioglstuco (proc loglstnc) no pa ]
dnferentes protemas‘ contra Ias varuable
determinandose medn 'nte la- respuesta de
calificacion de 1 (uno) y cuando no se reconoc:o Ia p
(CUADRO 2.2)" ]

a'respuesta de las 8
grupo y temperatura,

a’proteina otorgandole la
o la’ calificacién de O (cero).
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CUADRO 2.2 Anidlisis de Maxima Verosimilitud de la respuesta a las 8 proteinas, contra
las diferentes variables evaluadas en el trabajo de investigacion.

PARAMETRO Pt1 Pt2 Pt3 Pta PtS Pt6 Pt7 Pt8
Regidén haad NS NS NS NS NS ok >
Muestreo hale hehd NS NS NS * il o
Temperatura * A NS faias NS i fahd *%
Grupo NS NS NS NS % NS NS e

* : Significativa (p < 0.05)
** : Altamente significativa (p < 0.01)
NS : No Significativa

5.2 ) Analisis de frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas
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 regién presenta caracteristicas medio ambientales
propias, se pudo observar en todas, una mayor capacidad de los sueros para reconocer a la
proteina 5 (53kDa) y 6 (45kDa). Sin embargci,' hubo regiones que reconocieron adicionalmente,
proteinas de bajo peso molecular como en Temoaya, Apan, Jaltenco y Chimilpa donde los sueros
reconocieron a Ias protemas | 3 (GSkDa), 7 (35kDa) y 8 (27kDa) en forma relevante.

nental se observé que el mayor porcentaje de reconocimiento ocurrid
animales d»esvarbﬁados experimentalmete, para las proteinas 6 (45kDa) vy 8

spectivamente. El resto de las proteinas muestran a su vez un
iento en comparacion al de los sueros obtenidos a nivel de campo.

d:strlbuc:on en cuanto a frecuencia y porcentaje, del total de

kel\de‘ campo (155), como a nivel experimental (56). Como se puede
c:mlento lo" obtuv:eron la proteina 5 de 53kDa con un 62.09 %; la
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CUADRO 3.1 Frecuencia y Porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas por los sueros obtenidos en las

diferentes regiones y de los animales desafiados experimentalmente.

REGION Pt1 PR2 B3 Pt4 pts Pt6 Pt P8

JILOTEPEC
(n=42)

13(31%) | 15(36%) | 11(31%) | 14(33%) | 28(67%) | 30(71%) | 4(10%) 11(26%)

JALTENCO
(n=8)

Cuautitlan
(n=8)

" TECAMAC

3(38%) 3(38%) 5(63%) 3(38%) 4{50%) 2(25%) 0(0%) 4(50%)

4(50%) 1(13%) 2(25%) 1(13%) 4(50%) 7(88%) 1{13%) 0(0%)

L 13%) 15(38%) | 9(23%) 2(53%) | . 22(55%) |

16%) | S28%) | 422%) | 16(89%)

o

Lo | oow | aem

1) | 10(6%%

EXP.(n=56)
TOTAL (n=211)

“TI6(54.98%)

o) | 4S(21330) | RC3S55%) | 72034.12%) | 31(6200%) | 14567.77%) | 5727.01%)

30



5.4) Analisis de frecuencia y porcentaje del reconocimiento antigénico a las 8

proteinas 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 proteinas segin la condicidn 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 proteinas 5 y 6 mientras que los aimales clinicamente sanos,

reconocieron en mayor porcentaje a l1as 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.

ENFERMOS
(he96) 22(23%) 15(16%) | 26(27%) | 23(24%) | 57(59%) | 58(60%) | 21(22%) | 45(a7%)
n=

CONVALECIENTES
(e 3y 11(33%) 7(21%) 1029%) | 13(38%) | 22(65%) | 25(74%) 2(6%) 11(32%)
=
SANOS
(=25 1(4%) 1(4%) 9(36%) 2(8%) 10(41%) | 12(48%) 3(12%) 13(52%)
n=




_.d

NFowen a0 v Tva |

FIGURA 10

% DE RECONOCIMIENTO

P P12 Pt3 pt4 pts P& pt7 Pt8

DENFERMOS BCONVALECIENTES OSANOS

PORCENTAJE DE RECONOCIMIENTO DE LAS 8 PROTEINAS EN ESTUDIO DE LOS
ANIMALES MUESTREADOS EN CAMPO.
Pt = PROTEINA

Ly]



5.5) Analisis de frecuencia y porcentaje del reconocimiento antigénico a las 8
proteinas por Grupo de animales muestreados en el desafio 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 proteinas con la fecha de muestreo, asi como con los eventos
del desafio viral y del desafio bacteriano, los cuales corresponden al dia 2 y 7 respectivamente.
Como se puede observar, los sueros de los animéles del grupo testigo reconocieron principalmente
a la proteina 6 con un 86°/o y en segundo lugar a la proteina 8 con un 81%. Cabe mencionar que a
estos ammales, solo e les admlmstro SSF durante el desafio. Se muestra la variacidn de

porcentajes de econoclmiento que tuvneron

"Ios an}umales del grupo problema de acuerdo al
calendano de inmunizacion: RO

Llama la Aatenc on ,elevada respuesta por las 8 proteinas aI dla 1 del calendarxo, ya que

atura,.que permlte evaluar cual
to'de:las:8 protelnas segln la fecha del

En el CUADRO 3.3 se anexo ademas el _evento . de
pudo haber: sxdo el ‘efecto- de ésta sobre el reconocnmx
calendario de; nmumzacnon Co:nc:d" de form

a:fecha de mayor reconocimiento

proteinico con la fecha en que Ios annmales dem 'strar N !é\(aqién de temperatura (fiebre).
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CUADRO 3.3 Frecuencia y porcentaje de reconocimicnto de las 8 proteinas del grupo de animales

muestreados en condiciones experimentales y Qque presentaron Ficbre.

MUESTREOS

1) TESTIGQS 1 °M

2) DESAFIO 2°M
Dia 2 Desafio Viral

2) FIEBRE 2°M
3) TESTIGQS 3°M

#:3Y DESAFIO 3°M
Dia’3 pordenafio Verat'

3) FIEBRE 3 °M

4).DESIAHQ a°M

Dia 7 D. Bactenano

4) FIEBRE 4 *M

5) TESTIGOS 5°M

6) DESAFIO 6°M

Dia 7 post D.Bacter. 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0%

7) TESTIGQS 7°M
0% 0% 48% C% 0% 100% 0% 81%

7) FIEBRE 7°M
0% 0% 20% 40% 20% 40% 20% 40%
FIEBRE: 39.6 Ca 41.7 C T° NORMAL: 37C a 39.5C D= Desafio M=muestreo

O TP

|
| FALua U5 it |

b



5.5) Anadlisis de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas del suero de
animales que desarrollaron fiebre en condiciones de infeccion natural (campo).

Se establecieron rangos de temperatura febril por arriba de lo normal segun lo marca la
literatura *?! (39.6 C a 41.7 C), para poder determinar y evaluar de forma mas real, la temperatura
de dichos animales, ya que una gran mayona de ellos salian del grupo a evaluar y su temperatura
varid por cuestiones de rnanejo o cond:cnon& medio ambientales. Por esta razén se considerd como
animales con temperatura norn;a_lﬁ,aﬂ_aqp‘ello‘s que se encontraban en el rango de 37 C a 39.5 C, los
cuales eran basicamente anirhalfs"céﬁ\_)‘a;l.eciéntes y clinicamente sanos.

En el CUADRO 3.4,
regién de Jllotepec, Edo. [
animales que cursaron con cuadro chmco de neumonia, asi como aquellos que no presentaron
fiebre. Como se puede aprecuar en el cuadro, los individuos que desarrollaron fiebre, reconocieron
en un 60% a la proteina 5’y 6 con un 40% a la protelna 1. Sin embargo, en animales que no
desarrollaron esta condicién, :rec&:noéieron en porcentajes relativamente mas altos, 70.37% vy
77.77% a la proteina Sy 6 respectivaméhte. Solo se pudieron obtener datos de temperatura en

,’ total de muestras obtenidas de animales en campo, en la
ex'- Y alde los que presentaron fiebre, lo cual correspondid a

€sta regién.

CUADRO 3.4 Frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas del
suero de animales muestreados en campo en la regiéon 1 (JILOTEPEC,EDO. DE MEX.), y

que presentaron cambios de temperatura corporal.

FIEBRE 6:15 6:15 5:15 5:15 H : 3:15 4:15
40% 13.33% | 33.33% | 33.33% 60% 60% 20% 26.66%
7:27 2:27 6:27 9:27 19:27 21:27 1:27 7:27
T° NORMAL
25.92% 3.70% 22.22% | 33.33% 70.37 77.77% 3.70% 25.92
FIEBRE: 39.6 Ca 41.7 C T° NORMAL: 37 Ca 39.5C

%
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5.6) Anadlisis de reconocimiento antigénico de animales que desarrollaron fiebre

en condiciones experimentales.

En el caso de los animales desafiados experimentalmente (CUADRO 3.5), se les evalud la
temperatura desde el dia 1 del calendario de inoculacién (CUADRO 2.1), hasta finalizar dicho
evento. Permitiendo monitorear la temperatura de los animales antes y durante el dasafio
experimental y establecer, si la temperatura corporal de los individuos podia influir en el
reconocimiento de las protelnas evaluadas. EnA el CUADRO 3.3, se observa que el reconocimiento

por parte de los animales que no presentaron f'ebre, del grupo testigo, fue mayor, mientras que en

los animales del grupo desafado, aument ez_:on cgmlento paulatinamente a las 8 proteinas,

siendo el 4° muestreo, el de’ mayo r ‘cual concidié con la fecha del desafio
bacteriano y el marcado estado febrll que desarrollaron cuatro de los cinco animales desafiados en
esa fecha. En la FIGURA 11, se puede aprecxar 1a vanac:on de temperatura que desarrollaron los
animales del grupo testigo con respecto a la de! grupo experimental, durante el curso del desafio

segun la fecha del calendario de inmunizacion.

CUADRO 3.5 Frecuencia y porcentaje de reconocimiento antigénico a las 8 proteinas del
total de sueros obtenidos a partir de animales muestreados en condiciones
experimentales distribuidos segin los cambios de temperatura corporal.

PROTEINA P P2 : P33 Pta Pts PtG Pt7 Pt8
FIEBRE 8:25 9:25 11:25 14:25 17:25 21:25 11:25 20:25
32% 36% 494% 56% 68% 84% 44% 80%
15:31 13:31 19:31 20:31 25:31 27:31 20:31 27:31
T° NORMAL
48.38% | 41.93% 61.29% 67.74% 80.64% | 80.09% | 64.51% | 80.09%

FIEBRE: 39.6 Ca41.7 C T° NORMAL:37 Ca39.5C

uj'. e
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FIGURA 11
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TEMPERATURA DE ANIMALES MUESTREADOS DURANTE EL DESAFIO EXPERIMENTAL.
TESTIGO: T (Promedio del grupo testigo) PROBLEMA: P (Promedio del grupo desafiado)




IX. DISCUSION.

En el presente trabajo, se evalud la dinamica de la respuesta inmune humoral a algunos
antlgenos de M. haemolyvtica que fueron reconocidos por anticuerpos de animales sanos, enfermos
Y. Convalecnentes de cuadros neumonicos. naturales y de animales desafiados experimentalmente.
Tanto la Ieucotoxma (LKT) como - Ias protemas de membrana externa (PME) de la bacteria,

obtemdos ‘de: ammales mui streados tanto a nlvel de campo, como desafiados experimentalmente.

De Iosi. muestreos reahzados en ¢ mpo,'

e-pudo observar, que los titulos mas altos
correspond:eron alos anlmales convaleclentes con u

“titulo promedio de 4, estos descendieron en
los ammales cllnlcamente enfermos a2y la: respuesta humoral de los animales clinicamente sanos,
fue relativamente alta, con titulo promedlo de 3. Sun embargo, el anadlisis de varianza permitid
establecer dnferenaas altamente significativas (p_s ,O.Ql)v, entre los titulos de anticuerpos anti-LKT
-de M. haemolytica entre convalecientes y enfes;mos. Eh”tanto ‘qkue entre enfermos y sanos, no hubo
diferencia estadistica. Dichos resultados permuten stablecer que el mayor titulo de anticuerpos
anti-LKT, se obtienen en aquellos estados posterlors a la forma mas activa de la enfermedad,
indicando que la respuesta inmune se exacerba con mejor ef‘cxenc:a, una vez que se ha expuesto al
individuo al antigeno. Sugiriendo que la respuesta tiene'elerhentos de memoria inmune y el
estimulo de la presencia de la LKT en el pulmédn del animal enfermo mejora el titulo sérico de la
misma.

- Muestreo experimental

En los animales desafiados experimentalmente, la respuesta inmune humoral hacia la
leucotoxina, varid notablemente en los animales del grupo testigo, desde el primer muestreo, los
titulos de anticuerpos se encontraban elevados, con un promedio de 8.31, en comparacidn a los del
grupo desafiado que presentaron titulos promedio de 7.84. Dado que los animales eran negativos



en la regidén de origen, esto suglere que los ammales desarrollaron un cuadro neumdnico asociado
al transporte en el penodo de adaptacnon adaptacnon en. la un:dad expenmental.,Para el segundo

arrlba de l
grupo (

2). ] cuerpos, en el grupo testlgo se puede atrubu:r al estrés del transporte del

ron - (Jaltenco, Edo. de Méx.) al Instituto donde se realizé el experimento
(CuaJlm [} x.: D, ), asu como al cambio de instalaciones e incluso de alimentacidn. Atin cuando

a estos ammales no se les desafié con antigenos virales o bacterianos, si se les administré SSF por

via endotraqueal. :

‘Es lmportante sefialar, que en este caso, los animales podian haber desarrollado una

mfeccnov prev:a a ' M. haemolytice que al inmunodeprimirse, ésta se exacerbd. Los animales se
muest;ea,ronwen su lugar de origen (Jaltenco Edo. de Méx.) resultando negativos para anticuerpos

cohtraﬁ _fas’tPME pero no se realizd prueba alguna para determinar anticuerpos anti-LKT. Se
transladaron a’las instalaciones del INIFAP, dos semanas después de dicho muestreo, sin ningtn
perlodo de tsempo posterior a su Ilegada que permitiera su adptacuon a las nuevas mstalactones.
'Esto_se’ reahzo con la finalidad de inducir un mayor estado de" estres Y por lo tanto de

mmunosu‘ret:lon, reprodujera con mayor et‘c ve’. mducen la

que

| pos:ble contacto con
translado al INIFAP asi como las

u edad prescnpltacxon pluvnal etc.) , en las que

Los titulos . de: antlcuerpos _ant LKT del grupo testigo, presentaron diferencia signif‘cativa

el r&to de 'os mues eos no presentaron dlferencna estadistica. En cambio, para el grupo desafiado,
solo el cuarto muestreo (dna 7: desaﬂo bacteriano) presentd diferencia altamente significativa ( p <
0.01), con respecto al resto de los muestreos.

Llaurence y colaboradores han reportado que en animales clinicamente sanos, M.
haemolytica se encuentra presente en bajas cantidades en los pasajes nasales aislandose
predominantemente el biotipo A serotipo 2. La exposicién de ganado sano a agentes estresantes,



infecciones virales, cambios en las practicas de manejo (transporte para la comercializacién del
ganado) y cambios en !as condiciones del medio ambiente (calor y frio) permiten el crecimiento
explosivo de,' la bacteria y la colonizacidn selectiva de ésta en el tracto respiratorio superior. M.
haemolytica ha sido-aislada postmortem de una o mas areas seleccionadas de la cavidad nasal a
psér de obte: er culti\)os negativos antemortem. Esto sugiere que en el ganado sanoc puede ocurrir
Ia recolomzacnon ‘del- tracto respiratorio superior. % EiI comportamiento de los animales
expenmentales antes del desafio sugiere que desarrollaron un cuadro subclinico de neumonia con

' participacién” de M. haemo/yt/ca que liberd LKT y estimuld ia respuesta seroldgica, 1a cual decayd en
12 dias enla’ medudad que los animales se recuperaron.

Los. animales desafiados experimentalmenté presentaron un patrén inmunoldgico 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 titulo promedio de 7 84 antlcuerpos
antileucotoxina al dia 1 de! calendario del desafio, éste se encontré por debaJo del tltulo promeduo
que alcanzaron los animales del grupo testigo (8.31) al mxsmo dla, a pesar de que hasta este
momento no se le habia administrado ningdn tratamlento.kPosterlor ente ndo nid&c,treo
respuesta
'd:’ak ‘13- bostdesaﬁo

(dia 3) que correspondlo al desafio viral, los anlmales del

(8 06) Yy o contmuaron haciendo hasta el Gitimo muestreo que
teruano, alcanzado titulos promedio de 8.5.

safio . bacteriano. Ademas el uso de dexametasona durante el

asociada al manejo y: la relacxon med:o ambiente—estrés, asi como también a las infecciones virales

GO



naturales o experimentales, - con virus de ‘Ia rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) y el virus de la

parainfluenza tlpo 3 (PIB) Llaurence y: colaboradores, demostraro que Ia infeccidn viral, con

presencia en el suero: y’cav:dad

del tracto resplratorlo ll"l ari >
la bactena puede ser cultivada ‘a'pa

Cravens Y colaboradores,

dlferentes ant:genos y se concluyo que Ia LKT era uno ‘de »Ios prmc:pales antigenos, que debia
incluirse en la formulacmn de los bl0|OglCOS, ya que demostro} indicir una elevada respuesta de
anticuerpos neutralizantes a la LKT, que se traducian en una mejor inmunidad protectora. ' Si
éste antigeno, es uno de los principales expresados por la bacteria durante su fase de crecimento
logaritmico mientras invade al pulmdn, es Idgico que exista entonces, una mayor respuesta inmune
hacia la LKT que se expone ampliamente al sistema inmunoldgico durante la fase posterior a la
forma mas aguda de la enfermedad.

b) Proteinas de Membréna Externa de M. haermolytica.

Otros antigenos evaluados de M. Agemolytica fueron las proteinas de membrana externa,
numerosas proteinas mayores de esta fraccion han sido identificadas en esta bacteria, estas
inclu‘yen proteinas de 100, 89.2, 42, 40 y 30 kDa.'**'*"''* En estudios realizados por Confer y
colaboradores en 1986, se identificaron proteinas . de. mémbrana externa de 105, 87 y 30 kDa a
partir de sobrenadantes de cultivo durante diferentes’ pen’c_idos de incubacién. Estas se obtuvieron
de forma muy similar al estudio descrito por Moi:ser y ‘cb!a‘boradores en 1987 '**, quienes utilizaron

densitometria y analisis de “inmunoelectrofén‘s’ 'éf’ para identificar antigenos de /M.

haemolytica a partir de precipitados con sulfa ¢ smonio de sobrenadantes de cultivo ricos en

leucotoxina. Confer y colaboradores 'e c_éntré proteinas de 42 y 40 kDa en los

sobrenadantes de cultivo, lo cual podrla que estas proteinas se encuentran firmemente

adheridas aI peptidoglicano de la membrana xterna o bxen son inestables en el sobrenadante.!?®
t nas de membrana externa de 94, 88, 68,

ado a partir de aislamientos de M. haemolytica
‘L‘jllrj-nones_con lesiones neumdnicas sugestivas de
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pasteurelosis. Estas proteinas se seleccionaron con base al reconocimiento demostrado por los
sueros de los animales muestreados en campo, asi como los muestreados experim_entalmente.

‘En la evaluacidn de la respuesta inmune hacia las PME, se tomaron en cuenta varios factores
que podrian haber alterado el reconocimiento de las mismas por parte de los sueros de los
diferentes grupos muestreados en condiciones de campo, como experimentales. Estos factores
fueron las diferentes zonas geograficas muestreadas, las diferentes condiciones de los animales
mue_stre'ados; clinicamente enfermos, convalecientes, sanos, desafiados y testigos., asi como la
temperatura corporal de los animales durante la enfermedad en el caso de los que la cursaron.

- Efecto de la regién geografica.
En el andlisis de frecuencia de reconocimiento por Ias muestras obtemdas en cada una de

las regiones (CUADRO 3.1) . La mayoria de ellas, reconocxo ala’ protelna 5 de 53kDa (62%) y a Ia 6
de 45kDa (68%) Incluso en Dolores Hgo., en donde Io 'suero ‘de’los animale muestreados ‘no

Hgo con un 94% a la proteina 8(27kDa).

En Jilotepec, se observd cierta homogeneidad, con respecto al patrén de reconocimiento
de las proteinas de membrana externa de M. /1izemolytica por los sueros de animales enfermos que
reconocieron a las proteinas 1(31%), 3(31%),4(33%), S5(67%), 6(71%), 7(10%) y 8(26%) (FIG.
7).

En los animales experimentales, tanto desafiados como testigos reconocieron con un 84%
a la proteina 8 (27kDa), 61% la proteina 4 (63kDa), 56% la proteina 7 (35kDa) y 54% la proteina 3
(68kDa) Este patrén de reconocimiento no corresponde al observado en Jaltenco, lugar de origen
de los animales, lo que sugiere que Ia 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 origenes, que no se cuarentenaban a su llegada al rahcho,
ademas de que existe una constante movilizacion de ganado, ya que la finalidad de dicho.lugar, es
la engorda y comercializacion del mismo. ’ :

Esta  variacion de reconoc:mlento protelmco en las  diferentes zonas, - pudo estar
influenciada por. Ios ser tlpos y las cepas de M. haema/yt/ca presentes [o] dornmantes Y.. por Ias

condiciones meduo amblentales, la prevalencra de c:ertos serotlpos varia en las dlstmtas

EI analus»s estadxstlco de maxnma vensnmllltud (SAS), demostré que al menos una de Ias

nueve reglones muestreadas, mfluyo s:gmf‘catwamente en el reconocnmlento de'las

(94kDa), 7( 35 kDa )y-8& (27 kDa) (p s 0 01), este resultado indica que. estas p te ne

pqdriéh ser
de interés, en el_reconocum:ento de cepas’ ‘de: M. haempM/ca. (Anexo 1), e

- Efecto de los r’nue,st‘l‘-eo‘s.

Del analisis de frecuencua del total de animales muestreados ‘tanto en campo como
experimentales (211), el _mayor porcentaje reconoce a la protema (53 kDa con 63°/o y ala
protelna 6 (45 kDa) con 68% y en menor porcentaje (55%) la protelna 8(27kDa). m:entras que el
r&sto de las proteinas fueron reconocidas con un porcenta)e que varié de entre:20 al'30%.

Es importante sefialar que la evaluacidon estadl'stica dé‘méxlma Vi |tud mostro que al

‘menos un muestreo podria estar influyendo s:gmrcatuvamente e econocnmlento de las
proteinas 1(94 kDa), 2 (88kDa), 6 (45kDa), 7 (35kDa) vy 8(27kD )

modificd el reconocimiento de las proteinas 3,74 vy S5 (p>0. OS) Esto

ras que el muestreo no
g:ére que las proteinas 1, 2,

6, 7 y 8 podrian ser de interés en el reconocum:ento del estado del mrn en el proceso neumanico.
Sin embargo, solo las proteinas S v 8 tuvieron dlferente patron de reconocnmlento (p < 0.01), entre

sanos, enfermos, convalecientes , testigos y desafagos (Anexq ,1)v.



- Efecto del grupo animal.
Grupo de Campo. e e - ) e : e

En cuanto a la evaluacxon del reconocnmuento protemxco por‘los dlferentes grupos—

muestreados, animales caractenzados como sanos, enfermos Y convalecnentes,
frecuencia de los animales en campo mostro, que ‘tanto los | ammales
Convalecientes y sanos, reconocieron. en mayor porcentaje a las protem

respectivamente, el reconocimiento de la proteina 8 se redmo
Es posible que la proteina 5 indique el reconocimiento’ de un
la proteina 8 puede corresponder a un antlgeno de reSpuest
proceso de infeccion y recuperacnon. :

Cuando M. haemolytica en condicién de enfer

pulmonar desencadena una respuesta inmune humoral' ) os antlgenos que I:bera por lo que. los

antlgenos reconocidos previos al proceso patologlco Ios postenores a‘la enfermedad podnan
estar involucrados activamente en la patogenia . de Ia mlsma v en el perfil de’ reconocumleto este

podria ser el caso de la proteina 5.
Grupo experimental.

De los animales muestreados experimentalmente se obtuvieron 7 ‘muestreos tanto del
grupo testlgo (3 corderos), como del grupo desat‘ado (5 corderos), el énalusxs de frecuencia,
demostré una variacion notable de reconocimiento-a- Ias 8 protemas entre los dos ‘grupos. Los

la prot‘ma 6. (45 kDa).(86%) y en
: ) protema '5°(53kDa) (67%),
k 63kDa) ( 52%) \4 el resto de las
proteinas (1, 2y 3) con un porcentaje prorhedno de recov n t el 46%.

animales del grupo testigo reconocneron prlncnpalment ;
segundo lugar a Ia protema 8 (27 kDa) (81%’ e
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En este grupo se observé un patrén variable de proteinas reconocidas en diferentes
tiempos posdesafio, desde el primer muestreo hasta el Udltimo, a pesar de que los animales a
desafiar se evaluaron previd al desafio resultando negativos. En el primer muestreo de desafio, la
inmunocelectrotransferencia demostré un fuerte reconocimiento con afinidad hacia las 8 proteinas
seleccionadas asi como a otras de reconocimiento avdiciénal y de marcada afinidad (FIG. 8), de
pesos moleculares vanables. Con estos hallazgos: se corroboro que la respuesta inmune de los
animales desafiados, se encontraba activa, probable ente desde que salieron del rancho donde se
adquirieron 6 bien, haberla desarrollado durante el transcurso del manejo de los mismos.

Para el dia 2 que correspondid al desaf’o V|ra| e reconocno el total de las proteinas,
excepto la proteina 2. Al dia 3, posdesafio viral, la respuesta mmune fue nula para las 6 primeras
proteinas, mientras que las proteinas 7 y 8 se reconocneron al 1‘00°/o. Sin embargo, para el dia 7
que correspondidé al desafio bacteriano y tomando en cuenta que es hasta este momento cuando
ios animales entraron en contacto con la bacteria viva al ser moculada por via endotraqueal,
recuperd el reconocimiento a 7 de las 8 proteinas. en un- 100°/o excepto la proteina 7 que se
reconocid en un 20% Yy se siguieron reconociendo “una: serle de proteinas adicionales a las
establecidas previamente. Para el dia 5 posdesafio bacterlano, Ias protemas reconocidas por el total
de los sueros fueron la 6 y 8 en un 100%, posterlormente Ia a ,5 Yy 7 en el 80%.

viral, ya que la infeccidn primaria del virus aparentemente esta Jugando un: papel mu

en el proceso inflamatorio que se desencadena.

Aunque los animales desafiados invariablénﬁénte
proteinas 5 y 6 de las 8 seleclonadas
inmunoelectrotransferencia se observo adem

al patron elegido para ésta evaluacxon.

tiltimos reconocieron mas protemas que Ios prlmeros probablemente asocuado 2 Ias condiciones en
el grupo desafiado.



De lo anterior se puede deferminar que mientras los animales en campo reconocieron en
mayor, porcentaje a la protema S (53 kDa) | v 6 (45 kDa), los: anlmales del grupo experlmental
H ! 6 (45 kDa) y 8.(27 kDa). Cabe mencionar que.esta
en los. anumales clinicamente sanos muestreados en

reconocneron de |

ultlma protema, reconOCIo ‘en un 52°/o,
campo. Sin embargo en el anahsis estadlstlco de maxlma “verisimilitud (SAS) se observé gue al
menos uno-de: los’ dlferentes grupo, mﬂuyo sngnnt‘catnvamente (p > 0.01) en el reconocimiento de

las protemas 5 (53kDa) vy 8 (27 kDa) (Anexo 1).

E§ posible que las proteinas, 7 (35 kDa) y 8 (27 kDa), referidas en este trabajo
correspondan a las proteina descritas por Squire y colaboradores ''* quienes reportaron que A.
haemolytica biotipo A serotipo 1 y 2 tiene dos proteinas principales de membrana externa de 43 y
30 kDa, ya que los pesos moleculares son muy similares.

En trabajos realizados por Rossmanith '?* se encontrd, que generalmente ios perfiles de
PME a partir de aislamientos de AL Aaemolytica del mismo serotipo, son muy similares, a diferencia
de lo que ocurre en lo biotipos A y T, que presentén diferentes proteinas, tanto en tamafio como en
nimero de acuerdo a la prominencia de las bandas que revelaron las inmunoelectrotransferencias.
Todos los aislamientos del biotipo A, son similares, excepto los serotipo 1 y 11 que ademas de
compartir dos PME, que tienen un tamafo 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
pro.ten'nicos 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.!'?® Los resultados
obtenidos en este trabajo, fueron en general muy similares a los obtenidos por otros

115

investigadores. Squire y colaboradores reportaron que Al haemolytica biotipo A, serotipos 1y 2,

tiene dos proteinas principales de membrana externa de 43 y 30 kDa. Esto resultados son similares

128

a los obtenidos por Rossmanith , en contraste con Schuriyg y col. 1984, que obtuvieron tres

prominentes bandas a partir de M. haemolyticay Pasteurella multocida. 128

En el presente trabajo se aisld M. haemolytica biotipo A serotlpo 2 y con esta rrusma cepa
se desafié experlmentalmente. En el caso de los animales’ clmucamente enfermos . muestreados en
lo tanto se

campo,. que no murieron elyproceso, no_se realizd el anslamlento de la bactena y po

desconoce: el serotlpo volucrado, aunque se sabe que el serotlpo mas comtin alslado de borregos

en, Mexlco es el A2

in: embargo, existen reportes que mencxonan Ia existencia de reaccién cruzada
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para las PME, entre los diferentes s'er'otipés de un mismo biotipo, asi como de cepas no tipificables.
129 ‘ :

vivo, demostraron mediante PAGE-SDS e
as que crecieron /7 vivo, expresaron antfgenos
- proteinicos de’ alto peso m mayores de 150 kDa). Las bacterias que crecieron i vitro, en
rcamblo mostraron protemas d

55,71 y 100" kDa fue similar’ entre los organismos que crecieron en tres diferentes condlcuones de

9y 26 kDa. La concentracién de proteinas principales de 30, 42,

‘cultivo. Aunque los antigenos de alto peso molecular fueron Unicos para las camaras de crecvlmlento
bacteriano, siendo reconocidas por el suero de ganado que habia sido vacunado con 'm'edio 'de
cultivo sdlido de A7 haemolytica, muerta con formalina y que resultaron resistentes al desaﬁo con el‘
organismo vivo. Este reconocimiento por el suero de ganado resistente a M. haemo/yt/ca‘vacunado

con medio de cultivo bacteriano solido, indica que los antigenos de alto peso molecula de Ias

camaras de crecimiento bacteriano, podrian ser precursores de determinantes antlgenlcos de otras_

proteinas de M. haemolytica. *°

La inmunidad contra M. haemolytica no esta claramente entendida.  !3? Losiaynticuerpos

séricos contra antigenos de superficie y contra la exotoxina, parecen ser los mas importantes en

132

aumentar la resistencia al inducir la enfermedad en forma experimental. y la . respuesta de

antfcuerpos a una gran cantidad de proteinas especificas de A ~Aaermolytica se ha.correlacionado

133

con la resistencia a la enfermedad, obteniendo excelentes resultados. Vacunas vivas, muertas,

asi -como extractos de la bacteria han sido estudiados bajo condiciones de experimentacién y de

campo, con diferente éxito en lograr aumentar la respuesta a la pasterelosis neumdnica, 13%135

- Otros estudlos sug:eren que los anticuerpos contra la ! leucotoxina y los antigenos de

superf‘c:e, son probablemente los mas |mportantes en Ia resnstencua a la enfermedad. La relevancia

Y centngugacnon por graduente de sucrosa), resultando Ia extraccion por sacosil, la mejor opcién
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para obtener un mayor numero de protemas (30 5, 37, 38 5, 44.5, 49 62.5, vy 82 kDa), ademas de
ser menos laboruoso.v X DR . v ; B

- Efecto'de la ten'"l'peu'-atu'rax'

Los datos de reconocimiento protelnnco se correlacuonaron con la temperatura corporal, en
los animales que desarrollaron fiebre en la fase clmlca de la enfermedad En el caso de los animales
muestreados en campo, solo se evalud la zona de JxloteDEC, dadas las facilidades para realizarlo,
mientras que a los animales desafiados, se Ies evaluo desde el primer muestreo, hasta finalizar
dicho evento. Esto se hizo, para tratar de establecer algukna relacién en cuanto al estado febril que
desarrollaban los animales que cursaron con la enfermedad clinica y el reconocimiento de proteinas
de la bacteria por parte del sistem.a inmune bajo los diferentes estados de salud en los que esta
misma se podia encontrar dentro de los hospedadores a eyaluar.

i El analisis estadistico de maxima verisimilitud (SAS) reveld gue la variable de temperatura
corporal registradas en el presente trabajo, se encuentran signif‘cativame’ntéb reléciohadas con el
reconocum:ento de las proteinas 1 (94kDa) y altamente sngmf‘catlva para la protelna 2 .(88kDa), 4
(63kDa),” 6(4SkDa), 7(35kDa) y 8 (27kDa) de la fraccion de membrana externa de M haemo/yt/ca.
La cond:c:on febnl fue el parametro que con mayor segurldad def‘nlo la condlmon de neumoma por
lo que el r conoc:mlento de éstas proteinas estuvo influido por Ia condicién de enfermedad.

Donachle y Gilmour 1°8

compararon una cepa de M. haemolytica serotipo 2, recuperada de
ﬂu:do pleural ‘de un borrego con pasterelosis neumdnicas, a la misma cepa cuando se le hizo crecer
.en ’medno de cultivo, encontrandose diferencias en la expres:on de las proteinas de 55, 70 y 100
kDa. -Numerosos bestudios han demostrado que las propiedades antigénicas de M. haermolytica

pueden variar, tanto en condiciones /n.vivo, como in vitro.
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El reconocnm:ento de las 8 proteinas se modlf‘co s:gnlf'catlvamente en las cuatro variables

analizadas, -regién geografica,: momento del muestreo, presencna © no de fiebre y condncnon de los
ammale.s sano, enfermo, convalecxente testlgo Y dsaf‘ado. Los anlmales mteractuan entre sx, pero

comportamiento ‘en’ forma sngmf'catlva con las vanables estudiadas por lo que en prlﬂClDlO parece

pOCo interesante para trabajos futuros.

Las proteinas 1, 7 y 8, fueron significativamente afectadas por Ia }egiéh de muestreo, las
proteinas 1 y 7 tuvieron una baja frecuencia de reconocnm:ento (27°/o), por lo que podrian estar

relacionadas con cepas partxculares de M. haemolytica.
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X. CONCLUSIONES.

Sin duda alguna son numerosas las investigaciones que sustentan la.jmportancia-de. A7
haemolytica, asi como de los antigenos que expresa al infectar al hospedador y:causar lesidn. La
respuesta inmunoldgica generara anticuerpos especificos contra Ios antlgenos—r-mas5expuestos ‘e

inmunogénicos de la bacterla.

- M. ﬁaemo/yt/ca expresa d:ferentes antlgenos en dnstmtas on ones de:crecim ento, dek

tal manera que su prsencna se encuentra alterada tanto encondiciones: naturales e la

erp s'fantxleucotoxxna altos, antes del

desafio con M. ,haemo/_yt/ca vive

- Las condlcnones medlo amblentales, en Ias dlferentes zonas geograficas muestreadas,

podrian™ : mﬂu:r en’la expresnon de c:ertos antlgenos ‘de M. haemolytica, al seleccionar
sta variable resulté significativa para el
35 kDa) y 8 (27 kDa), sugiriéndo que al
uye dlrectamente en su expresion. Sin

dlstmtas cepa de la’ bacteria. Estad»stlcémen
vreconoomlento de las proteinas 1 (94 kDa),

. menos una reglon de las 9 muestreadas
embargo, hace falta reahzar mas estudios,’ ya ue Ias' var:ac:ones que pudiera desarroliar la
' bacterla en este aspecto, solo se han evaluado en condlcnones /n vitro (medios de cultivo).
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Las proteinas'1 (94 kDa), 2 (88 kDa), [ (45 kDa),‘ 7 (35 kDa) y 8 (27 kDa), parecen ser las
prlncupales protelnas expresadas por M. haema/ytlca tanto en condiciones de campo como
i o |nd|caron los altos niveles de significancia al

en COI"IdlC/ nes de’ expenmentacton, asn

. andlisis estadnst:co para

M.kr—‘haemo/yt/‘ca, podrian estar expresandose
d 's’aprét‘ta 6 bien en forma patdgena durante el
. el hospedador. Es posible que estas proteinas,

Las PME ‘de
cuando
" desa rrjciilk_lo'
corr'és;‘j(:"nd_a'

a’ descrltas por Squire y colaboradores ' de 30 y 43 kDa
resbgcﬁva'rﬁerité :

Los dlferentes grupo en os que se dividieron a los animales tanto en condlcuones de

oS’y convalecnentes ) como expenmentales (testlgos v desaf‘ados),
|ento de fas protemas 5 (53 kDa) y 8 (27" kDa), Ias cuales

campq (sa nos enfe

membrana ext 'rna e M. haemo/yt/ca.

El conocimiehto:'de los mecanlsmos inmunoldgicos que confieren proteccidon contra M.

hemolytica, es de’ gran |mportancxa para ‘tratar de desarrollar mejores productos bioldgicos que
prevengan la infeccion. Sin: emb‘argo,‘queda camino por recorrer en o que este punto se refiere, ya
que la bacteria expresa una gran cantidad de antigenos en diferentes situaciones (/7 vivo e /n vitro)

lo cual dificulta esclarecer la p’a,r,tickipacic‘m de cada uno de estos en |la patogenia de la enfermedad.
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XI. ANEXO 1.

ANALISIS DE ESTIMACION DE MAXIMA VEROSIMILITUD.

CUADRO Al1.1. Analisis de la respuesta a la proteina 1 de 94 kDa, contra las diferentes

variables evaluadas en el trabajo de investigacion.

ERROR Chi- Pr ..
PARAMETRO G.L ESTIMADOS Significancia
ESTANDAR Cuadrada ChiCuadrada
Regidon 1 -0.1694 5.9508 0.0147 Significativo **
Muestreo 1 0.2557 0.1038 6.0717 0.0137 Significativo **
Temperatura 1 -0.0502 0.0145 12.0293 0.0005 Significativo *
Grupo 1 0.0111 0.1085 0.0104 0.9187 No Significativo

*+ = 0.05 *+*=0.01

CUADRO A1.2. Andlisis de |la respuesta a la proteina 2 de 88 kDa, contra las diferentes

variables evaluadas en el trabajo de investigacién.

RROR =
PARA RO AD g ?
2 [DAKR ad ada ad
Region 1 -0.1054 0.0791 1.7762 0.1826 No Significativo
Muestreo 1 0.1762 0.1076 2.6819 0.1015 Significativo **
Temperatura 1 -0.0856 0.0178 23.2136 0.0001 Significativo **
Grupo 1 -0.0877 0.1260 0.4847 0.4863 No Significativo

* = 0.05 **=0.01

/.-/"":«.C_\;L" '
I

SN
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CUADRO Al1.3. Analisis de la respucsta a 1a proteina 3 de 68 kDa, contra las diferentes
variables evaluadas en el trabajo de investigacion.

DPARA RO ADO . OAR A d 2 da Adrad . s a3
Regidén 1 -0.0824 0.0641 1.6498 0.1990 No Significativo
Muestreo 1 -0.0492 0.0892 0.3040 0.5814 No Significativo
Temperatura 1 -0.0153 0.0130 0.3800 0.2401 No Significative
Grupo 1 -0.1500 0.0954 2.4748 0.1157 No Significativo’

* = 0.05 **= 0.01

CUADRO A1l1.4. Andlisis de la respuesta a la proteina 4 de 63 kDa, contra las diferentes

variables evaluadas en el trabajo de investigacion.

ERROR Chi- Pr >
PARAMETRO G.L ESTIMADOS Significancia
ESTANDAR Cuadrada ChiCuadrada

Region 1 -0.0958 No Significativo

Muestreo 1 -0.00112 0.0925 0.0001 0.9903 No Significativo
Temperatura 1 -0.0374 0.0137 7.4915 0.0062 Significativo ** |
|

Grupo 1 0.0223 0.1077 0.0430 0.8358 No Significativo

* = 0.05 **= 0.01




CUADRO A1.5. Analisis de la respuesta a la proteina 5 de 53 kDa, contra las diferentes
variables evaluadas en el trabajo de investigaciéon.

ERROR Chi- Pr >
PARAMETRO G.L ESTIMADOS Significancia
ESTANDAR Cuadrada ChiCuadrada
Regidn 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 **

* = 0.05 **=0.01

CUADRO A1.6. Andlisis de la respuesta a la proteina 6 de 45 kDa, contra las diferentes
variables evaluadas en el trabajo de investigacion.

ERROR Chi- Pr >

PARAMETRO G.L ESTIMADOS Significancia
ESTANDAR Cuadrada ChiCuadrada
Region 1 -0.1406 0.0724 3.7664 0.2267 No Significativo
Muestreo 1 0.0257 0.1105 0.0539 0.0523 Significativo *
Temperatura 1 -0.0349 0.0140 6.2389 0.0125 Significativo **
Grupo 1 -0.0304 0.1002 0.0919 0.7618 No Significativo

* =0.05 **=0.01
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CUADRO A1.7. Analisis de 1a respuesta a la proteina 7 de 35 kDa, contra las diferentes

variables evaluadas en el trabajo de investigaciéon.

RROR

PARA RO ADCO g 2 2
o [ 2 adrada 2draddg

Region 1 -0.4826 0.0832 33.6561 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

* = 0.05 **==0.01

CUADRO A1.8. Analisis de 1a respuesta a la proteina 8 de 27 kDa, contra las diferentes

variables evaluadas en el trabajo de investigacion.

PARA RO ADO 0 3 <
> DAR ad ada adraaa

Region 1 -0.6467 0.1013 40.7689 0 .0001 Significativo **

Muestreo 1 0.3012 0.1148 6.8856 0.0087 Significativo **

Temperatura 1 -0.0406 0.0164 6.1538 0.0131 Significativo **

Grupo 1 -0.6552 0.1718 14.5389 0 .0001 Significativo **

* = 0.05 **= 0.01

~
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