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( RESUMEN )

El complejo respiratorio bovino, es una afec-
cién importante y costosa que afecta a los sis-
temas de produccién de bovinos de carne en
Uruguay. Debido a sus causas multifactoriales
ha sido dificil desarrollar estrategias eficaces
para su control. Las vacunas que se comercia-
lizan actualmente para esta enfermedad en
nuestro pais se basan en cultivos inactivados
de los principales patégenos virales y bacte-
rianos asociados con el complejo. Se identifi-
caron los principales componentes antigénicos
de Mannheimia haemolytica, la principal causa
bacteriana de esta patologia, centrandose en
Leucotoxina A, su principal factor de virulencia.
Se verificé la presencia de esta toxina en sobre-
nadantes de cultivo de Mannheimia haemolyti-
ca asf como otras diez proteinas por espectro-
metria de masas, algunas de las cuales son los
principales antigenos protectores.

& SUMMARY )
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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.

C INTRODUCCION )

EL Complejo Respiratorio Bovino (CRB) consti-
tuye una de las principales patologias que afec-
tan al ganado bovino y causa importantes pér-
didas econémicas en la produccién en nuestro
pais. Se desarrolla por la existencia de factores
de predisposicién (estrés, transporte, cambios
en la alimentacién, entre otros), que desenca-
denan, generalmente, una infeccién viral pri-
maria. Esto facilita el establecimiento de una
infeccién 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 etiolégico de esta enfermedad, causan-
'Ee)de mas de un 50% de la mortalidad asociada
1).
Al tratarse de una enfermedad multifactorial ha
resultado dificil el desarrollo de estrategias de
control efectivas. Para mejorar la eficacia de las



vacunas disponibles es importante lograr una
caracterizacion exhaustiva de los componentes
antigénicos y demostrar la presencia de aque-
llos que tienen mayor importancia en la protec-
cion.

Las vacunas respiratorias que actualmente se
comercializan en el pais son preparadas en base
a los cultivos inactivados de los patégenos vira-
les y bacterianos més relevantes para este sin-
drome. Su formula permite reducir el impacto
de las infecciones virales y neutralizar en gran
medida las infecciones bacterianas asociadas.
Siendo M. haemolytica importante en el CRB
y un antfgeno clave en la formulacién de estas
vacunas, en este trabajo se describié la carac-
terizacién de sus principales componentes an-
tigénicos con foco en el establecimiento de una
respuesta protectora. Entre ellos, se priorizé el
estudio de la leucotoxina (LKT) que es su prin-
cipal factor de virulencia, asi como la identifi-
cacion de proteinas de membrana externa que
han demostrado ser importantes en el estable-
cimiento de la inmunidad (2).

Caracterizar los principales componentes an-
tigénicos de M. haemolytica para vacunas con-
tra el sindrome respiratorio bovino, asi como
identificar y determinar la concentracién de la
LKT presente, para lograr una caracterizacién a
nivel molecular que facilite la estandarizacion
lote a lote de la produccién.

( OBJETIVOS

(: MATERIALES Y METODOS )

Cultivo de M. haemolytica
Se llevé a cabo un estudio de la cinética de cul-
tivo de M. haemolytica con el fin de evaluar el
perfil proteico de secrecién a lo largo del cul-
tivo. Se realiz6 un cultivo de en medio TSB-
BHI (Triptic Soy Broth, Brain Heart Infusion) a
37+1°C, pO2 mayor 40%. Se tomaron muestras
cada hora en las que se determiné la DO600nm,
la concentracién de glucosa y el pH. Cuando el
cultivo llegé a la fase estacionaria se coseché.
El cultivo final y las muestras del proceso se
centrifugaron obteniéndose los sobrenadantes,
los que se almacenaron a -20°C.
Andlisis 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 inmunégeno una porcién de
(LK)T recombinante producida por nuestro grupo
3).

Analisis por espectrometria de masas

Se analiz6 el antigeno inactivado de M. hae-
molytica preparado segtn el protocolo de pro-
duccién de NEUMOSAN® (Santa Elena - Virbac
S.A., Uruguay). Este antigeno se procesé por
centrifugacién obteniéndose el sobrenadante y
la fraccién celular. Las muestras fueron concen-
tradas y analizadas por SDS-PAGE, y las bandas
observadas identificadas por espectrometria de
masas en Unidad de Bioquimica y Proteémica
Analitica del Institut Pasteur de Montevideo.

C

Cinética de cultivo de M. haemolytica

Se analizaron diferentes muestras de sobrena-
dantes de cultivo de M. haemolytica provenien-
tes de una fermentacion a escala piloto siguien-
do el protocolo industrial de produccién y se
registraron los parametros que se muestran en
la figura 1. Los anticuerpos anti-LKT verificaron
la presencia de la proteina en esta cinética (fi-
gura 1). Se analiz6 la intensidad de las bandas
obtenidas y vemos que su expresién concuerda
con la cinética de crecimiento del cultivo (figu-
rai, 2).

RESULTADOS Y DISCUSION )

0 74

1 7.4

2 73 0303 209 4.106
3 71 0812 183 71.255
4 70 1,085 131 96.062
5 6,9 1,470 81 124.801
6 6,7 1,688 38 134.172
7 66 1,766 - -
8 6.6 1,892 - 126.465
g 6.5 1,899 - -
10 6.5 1,772 - 136.326

M
187 -
130 T -

100“
m-
-
-
-
—

PM medio T1 T2 3 ™ T5 T6 T8 Ti0
e e S — — — ——

Figura 1. Cinética de cultivo de Mannhaemia
haemolytica. Western blot anti-LKT de mues-
tras de sobrenadantes de cultivo de M. haemo-
lytica a diferentes tiempos
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Cinética cultivo de M. haemolytica
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Figura 2. Curva de crecimiento del cultivo de
M. haemolytica. Se grafica la densidad 6ptica
a 600nm (DO) y la Intensidad de la banda de
LKT en unidades arbitrarias (UA) en relacién al
tiempo del cultivo en horas.

Espectrometria de masas

Se utiliz6 esta tecnologia para identificar, a
partir del anélisis de las bandas principales pre-
sentes en geles de SDS-PAGE, los componentes
antigénicos relevantes presentes en el antigeno
inactivado de M. haemolytica (figura 3).

La aproximacion empleada permitié identificar
de forma significativa 11 proteinas de M. hae-

molytica presentes en la preparacién del anti-
geno de la vacuna NEUMOSAN® (Santa Elena
- Virbac S.A., Uruguay). Entre ellas se identificé
la LKT A y varias proteinas de membrana rele-
vantes.

s

Se verificé la presencia de LKT A en los sobrena-
dantes de cultivo de la cepa de M. haemolytica.
Se confirmé que la produccién de esta proteina
esta ligada a la 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
proteinas de membrana que son importantes
para complementar la proteccién contra este
patégeno. En suma, el analisis muestra que la
vacuna contiene los componentes esenciales
para la proteccion contra M. haemolytica.

CONCLUSIONES |

Figura 3. SDS-PAGE del antigeno. Se numeran
las bandas correspondientes a las proteinas
identificadas por espectrometria de masas en
Unidad de Bioquimica y Proteémica Analitica
del Institut Pasteur de Montevideo.
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Componentes Antiginicos identificados por MS/MS P.M. (real)
Leukotoxin A 102.1 KDa

Serotype-specific antigen 1 (Ssal)de Monnheimio hoemolytice 103,56 KDa
Formate C-acetyitransferase de Mannheimia hoemolytica 86,7 KDa
2',3"cyclicnucleatide 2"phosphodiesterase /3" nucleotidase 72.8XDa

CpdBde Mannheimio haemalytico .
Oligope ptide ABC superfamily ATP binding cassette transporter, 58.7%D
v a
binding protein de Mannheimia haemolytica
Extracellular solute-binding protein family S de Maonnheimio
s ; i V $8,0 D2
haemolytica
Heme-binding protein Ade Mannheimio haemolytica 59,6 kDa
Iron (Fe3+)ABC superfamily ATP binding casselte transporter,
! : : F 32,0xDa
binding protein YieA de Mannheimia haemaolytica .

TRAP transporter solute receptor de Mannheimio hoemolytico 34,54Da

Putative amino-acid ABC transport system substrate binding 28.0KDa
protein de Mannheimio hoemolytica '
Quter membrane protein PS de Mannheimiao haemalytico 16 8KDa
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