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RESUMEN

El complejo respiratorio bovino, es una afec­
ci6n importante y costosa que afecta a los sis­
temas de producci6n de bovinos de carne en
Uruguay. Debido a sus causas muLtifactoriaLes
ha sido diffciL desarroLlar estrategias eficaces
para su control. Las vacunas que se comercia­
Lizan actualmente para esta enfermedad en
nuestro pais se basan en cuttivos inactivados
de los principales pat6genos virales y bacte­
rianos asociados con el complejo. Se identifi­
caron Los principales componentes antigenicos
de Mannheimia haemoLytica, la principal causa
bacteriana de esta patoLogia, centrandose en
Leucotoxina A, su principal factor de virulencia.
Se verific6 La presencia de esta toxina en sobre­
nadantes de cuLtivo de Mannheimia haemolyti­
ca asi como otras diez proteinas por espectro­
metria de masas, atgunas de las cuales son los
principales antigenos protectores.

SUMMARY

Bovine Respiratory Disease is an important and
costly disease that affects beef cattle industry
in Uruguay. Effective control strategies have
been difficult to develop due to its multifacto­
riaL causes. The vaccines currently markets for
this disease are based on inactivated cultures of
the main viraL and bacteriaL pathogens involved

in this disease. In order to characterize these
vaccines we aimed to identify the main antige­
nic components of Mannheimia haemolytica,
the leading cause of Boviane Respiratory Disea­
se, focusing on Leukotoxin A, its main virulence
factor. We verified the presence of Leukotoxin
A in Mannheimia haemolytica culture super­
natants as well as we identified, by mass spec­
trometry, other ten proteins, some of which are
major protective antigens.

INTROOUCCI6N

El Complejo Respiratorio Bovino (CRB) consti­
tuye una de las principales patologias que afec­
tan al ganado bovino y causa importantes per­
didas econ6micas en ta producci6n en nuestro
pais. Se desarroLLa por ta existencia de facto res
de predisposici6n (est res, transporte, cambios
en la aLimentaci6n, entre otros), que desenca­
denan, generalmente, una infecci6n viral pri·
maria. Esto facitita e( establecimiento de una
infecci6n bacteriana secundaria, La que es cau­
sa de las elevadas tasas de morbi-mortalidad
asociadas al CRB. Mannheimia haemolytica (M.
haemolytica) es reconocida como el principal
agente etioL6gico de esta enfermedad, causan­
te de mas de un 50% de la mortalidad asociada
(1).
AL tratarse de una enfermedad muLtifactorial ha
resultado dificH el desarrollo de estrategias de
control efectivas. Para mejorar la eficacia de las
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RESULTADOS VDISCUSI6N

Se anaLiz6 eL antfgeno inactivado de M. hae­
molytica preparado segun eL protocolo de pro­
ducci6n de NEUMOSAN'" (S.nt. Elen. - Virb.c
S.A., Uruguay). Este antigeno se proces6 por
centrifugaci6n obteniendose el sobrenadante y
La fracci6n ceLuLar. Las muestras fueron concen­
tradas y anaLizadas por 50S-PAGE, y Las bandas
observadas identificadas por espectrometria de
masas en Unidad de Bioqu'mica y Prote6mica
Analftica dellnstitut Pasteur de MonteVideo.

Cinetica de cultivo de M. haemotytica
Se analiza ron diferentes muestras de sobrena­
dantes de cuLtivo de M. haemolytica provenien­
tes de una fermentaci6n a escaLa piLote siguien­
do eL protocoto industrial de producci6n y se
registraron Los parametros que se muestran en
La figura 1. Los anti cuerpos anti-LKT verificaron
La presencia de la protefna en esta cinetica (fi­
gura 1). Se anaLiz6 la intensidad de las bandas
obtenidas y vemos que su expresi6n concuerda
can ta cinetica de crecimiento del cuLtivo (figu­
r.l,2).

Figura 1. Cinetica de cultivo de Mannhaemia
haemolytica. Western bLot anti-LKT de mues­
tras de sobrenadantes de cuLtivo de M. haemo­
lytica a diferentes tiempos

OBJETIVOS

vacunas disponibLes es importante Lograr una
caracterizaci6n exhaustiva de Los componentes
antigenicos y demostrar La presencia de aque·
lLos que tienen mayor importancia en La protec·
ci6n.
Las vacunas respiratorias que actualmente se
comercializan en eL pais son preparadas en base
a Los cuLtivos inactivados de los pat6genos vira­
Les y bacterianos mas relevantes para este sin­
drome. Su f6rmuLa permite reducir eL impacto
de las infecciones virales y neutraUzar en gran
medida las infecciones bacterianas asociadas.
Siendo M. haemoLytica importante en eL CRB
y un antigeno dave en La formuLaci6n de estas
vacunas, en este trabajo se describi6 La carac­
terizaci6n de sus principales componentes an­
tigenicos con foco en el establecimiento de una
respuesta protectora. Entre eLlos, se prioriz6 eL
estudio de La leucotoxina (LKT) que es su prin­
cipal factor de viruLencia, asi como la identifi­
caci6n de proteinas de membrana externa que
han demostrado ser importantes en el estabLe­
cimiento de La inmunidad (2).

MATERIALES V METOOOS

Caracterizar Los principaLes componentes an­
tigenicos de M. haemolytica para vacunas con·
tra el sindrome respiratorio bovino, as' como
identificar y determinar La concentraci6n de [a
LKT presente, para Lograr una caracterizaci6n a
niveL moLecuLar que facHite La estandarizaci6n
Lote a lote de La producci6n.

CuLtivo de M. haemoLytica
Se tlev6 a cabo un estudio de La cinetica de cuL­
tivo de M. haemolytica con eL fin de evaluar eL
perfil proteico de secreci6n a lo largo de! cul­
tivo. Se realiz6 un cuLtivo de en medio TSB­
BHI (Triptic Soy Broth, Brain Heart Infusion) a
37±1oC, p02 mayor 40%. Se tomaron muestras
cada hora en las que se determin6 la 00600nm,
la concentraci6n de glucosa y eL pH. Cuando el
cultivo L1eg6 a La fase estacionaria se cosech6.
EL cultivo finaL y las muestras del proceso se
centrifugaron obteniendose Los sobrenadantes,
los que se almacenaron a -20°C.
AnaLisis por Western blot
Para eL analisis por Western blot de los sobrena·
dantes de cultivo a diferentes tiempos se obtu­
vieron anticuerpos contra LKT en bovino y cone­
jo empLeando como inmun6geno una porci6n de
LKT recombinante producida por nuestro grupo
(3).
AnaLisis por espectrometria de masas
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CONCLUSIONES

molytica presentes en la preparaci6n del anti­
geno de la vacuna NEUMOSANf) (Santa Elena
- Virbac S.A" Uruguay). Entre ellas se identific6
la LKT A Yvarias proteinas de membrana rele·
vantes.

Figura 3. 50S-PAGE del antigeno. Se numeran
las bandas correspondientes a las proteinas
identificadas por espectrometrfa de masas en
Unidad de Bioquimica y Prote6mica Analitica
dellnstitut Pasteur de Montevideo.

Se verific6la presencia de LKT Aen los sobrena·
dantes de cultivo de la cepa de M. haemolytica.
Se confirm6 que la producci6n de esta proteina
esta ligada a ta fase de crecimiento exponen­
ciaL
Mediante espectrometria de masas pudimos
identificar 11 proteinas de M. haemolytica pre­
sentes en el antigeno, varias de las cuales son
protefnas de membrana que son importantes
para complementar la protecci6n contra este
pat6geno. En suma, el analisis muestra que la
vacuna contiene los componentes esenciates
para la protecci6n contra M. haemolytica.
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F;gura 2. Curva de crecimiento del cultivo de
M. haemolytica. Se grafica ta densidad 6ptica
a 600nm (DO) y La Intensidad de La banda de
lKT en unidades arbitrarias (UA) en relaci6n at
tiempo del cultivo en horas.

Cinhico cuJtivo de M. haemolytica

0.5

1.5
E

~ 1
o
o

Espectrometria de masas
Se utiliz6 esta tecnologia para identificar, a
partir del analisis de las bandas principaLes pre­
sentes en geles de 50S-PAGE,los componentes
antigenicos reLevantes presentes en el antigeno
inactivado de M. haemolytica (figura 3).
La aproximaci6n empleada permiti6 identificar
de forma significativa 11 proteinas de M. hae-
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