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Abstract

Mannheimia haemolytica (Mh) is the most pathogenic bacteria associated with bovine pneumonic pasteurellosis (mannheimio-
sis); furthermore, it is the most important economic loss disease in beef cattle, and the second one after gastrointestinal diseases
mainly in less than a year old dairy heifers. It is a common and important opportunistic agent in bovine nasopharynx. Stress
immunosuppression or the infection caused by respiratory viruses or Mycoplasma spp, lead to its establishment and multiplica-
tion in lung tissue. A1 and A6 are the most frequent serotypes in pneumonic injuries, and A1 and A2 in the nasopharynx of healthy
bovine. Among the Mh virulence factors, leukotoxin is the most important one; its primarily toxic effect is primarily against leu-
kocytes in ruminants. A better understanding of the epidemiology and the importance of Mh species requires new identification
criteria that include molecular techniques, as well as more sensitive procedures regarding biochemical and immunological isola-
tion and identification. Antimicrobial efficacy, as prophylactic or therapeutical agents, has been very variable due to diagnosis
inaccuracies and to the increase of multi-resistant strains. There is a varied range of bacterins that have been used over the
last decades; the efficacy of many of them has been questioned as they only protect partially and some of them might even
increase the morbility. Vaccines with a supernatant culture containing leukotoxin and other soluble antigens, or isolated bacterial
extracts or combined with bacterins, have been recently developed showing satisfactory results. Efficient prevention and control
of bovine mannheimiosis should be supported by a reliable diagnosis, use of vaccines and efficient therapeutic measurements,
together with good management practices.
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Resumen

Mannheimia haemolytica (Mh) es la bacteria mas patégena y mas comunmente asociada con la pasteurelosis neumonica (mann-
heimiosis) bovina, la enfermedad econémicamente mas importante en bovinos productores de carne, y la segunda, después
de las enfermedades grastrointestinales, en becerras lecheras, principalmente menores de un ano. Es un habitante normal y un
importante agente oportunista de la nasofaringe de bovinos; la inmunosupresion por estrés o la infeccién por virus respirato-
rios o por Mycoplasma spp, propician su establecimiento y multiplicacion en el tejido pulmonar. El A1 y el A6 son los serotipos
mas frecuentes en lesiones neumonicas, y el A1y A2 en nasofaringe de bovinos sanos. Entre los factores de virulencia de Mh, la
leucotoxina es el mas importante, cuyo efecto toxico primario es en contra de los leucocitos, particularmente de rumiantes. Para
comprender mejor la epidemiologia y la importancia de las especies de Mh, se requieren nuevos criterios para su identificacion,
que incluyan técnicas moleculares y procedimientos mas sensibles de aislamiento e identificacion bioquimica e inmunolégica. La
eficacia de los antimicrobianos, como profilacticos o terapéuticos, ha sido muy variable debido a inconsistencias en el diagnés-
tico y al incremento en la frecuencia de cepas multirresitentes. Existe una amplia gama de bacterinas empleadas durante déca-
das; sin embargo, la eficacia de muchas de ellas ha sido cuestionada, pues sélo protegen parcialmente, incluso algunas pueden
incrementar la morbilidad. Recientemente se han desarrollado vacunas con sobrenadante de cultivo que contienen leucotoxina
y otros antigenos solubles, o extractos bacterianos solos o combinados con bacterinas, con resultados muy satisfactorios. La
prevencién y el control eficaz de la mannheimiosis bovina deben sustentarse en un diagnoéstico confiable, vacunas y medidas
terapéuticas eficaces, y buenas practicas de manejo.
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Introduction

mong the infectious diseases affecting cattle,

the respiratory ones constitute the worldwide

ain economical loss cause; this is especially

evident in young animals.! Approximately 25% of the

heifers are infected by at least an episode of a respi-

ratory disease during their first year of life with rates

going from 14% to 38%; this incidence is higher in

male heifers than in female ones during the stage

previous to weaning, and also during the fattening

periods. Furthermore, itis estimated that pneumonias

cause approximately 75% of the clinical cases, and a

mortality of 45 to 55%. Its treatment could represent
8% of the production costs.”

Pasteurella are the most isolated microorganisms
from pneumonic processes in domestic animals; these
cause the most significant disease called bovine pneu-
monic pasteurellosis (BPP or mannheimiosis), which
is also called shipping fever. This respiratory disease
is generally fatal, and is characterized by a serious or
severe fibrinous pleuropneumonia which principally
affects recently transported less than one year old hei-
fers, with a higher incidence in one to five month old
ones born during the fall or winter.*®

BPP is one of the most expensive diseases affecting
dairy or beef cattle, and especially in those animals
which have been recently included within the herd.
It is considered the most economically important
disease in beef cattle, and the second one after gastro-
intestinal diseases in lactating heifers;” therefore, it is
one of the main loss causes in the worldwide bovine
cattle industry. It is calculated that it represents 30%
of total mortality in bovines, and at least 1% in fatte-
ning cattle industries. Moreover, it is related with an
annual economical loss of over a billion dollars just
in North America.**%1° It is also responsible for the
morbility and gaining weight loss in at least an additio-
nal 10% in these cattle industries; consequently, costs
due to the disease in the cattle industry in the United
States of America are at least of 640 million dollars
per year.9 This disease is one of the main morbility
and mortality causes in dairy heifers in that country
and Canada, with outbreaks that can affect 80 to 90%
of the animals with lethal rates less than 5%.°

Considering that Mannheimia haemolytica is the
main bacterial pathogen of BPP, and to fulfill the pur-
poses of this article, the term bovine mannheimiosis
will be used along the text.

Etiology
Etiology of bovine mannheimiosis (BMn) is multi-fac-

torial, and diverse risk factors determine the presen-
tation and seriousness or severity of the pneumonic
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Introduccion

ntre las enfermedades infecciosas que afectan

al ganado bovino, las de origen respiratorio

constituyen la principal causa de pérdidas en el
ambito mundial, especialmente en animales jévenes.]
Se calcula que aproximadamente 25% de los becerros
experimentan al menos un episodio de enfermedad
respiratoria durante el primer ano de vida, con tasas
que van de 14 a 38%; estas incidencias son mayores
en los becerros machos que en las hembras, tanto
en la etapa previa al destete como en los periodos de
engorda; ademas, se estima que las neumonias causan
aproximadamente 75% de los casos clinicos, y provo-
can de 45% a 55% de la mortalidad; su tratamiento
llega a representar 8% del total de los costos de pro-
duccion.?

Los microorganismos del género Pasteurella cons-
tituyen las bacterias mas frecuentemente aisladas de
los procesos neumonicos de los animales domésticos;
entre los cuales el problema de mayor significaciéon
es la pasteurelosis neumonica bovina (PNB), también
llamada neumonia por fiebre de embarque; enferme-
dad respiratoria generalmente fatal que se caracteriza
por una pleuroneumonia fibrinosa grave, y que afecta
principalmente a animales menores de un ano recien-
temente transportados, con una mayor incidencia
en becerros de 1 a 5 meses de edad nacidos durante
otono e invierno.**

La PNB es una de las enfermedades mas costosas
que afecta al ganado bovino productor de leche o pro-
ductor de carne, especialmente en aquellos animales
de reciente ingreso en el hato; se considera la enfer-
medad econémicamente mas importante en bovinos
productores de carne y la segunda, después de las
enfermedades grastrointestinales, en becerras leche-
ras,’ por lo que es una de las principales causas de pér-
didas en la industria ganadera bovina del mundo; se
calcula que representa 30% de la mortalidad total en
bovinos, y al menos 1% en las ganaderias de engorda,
y esta relacionada con pérdidas econémicas por mas
de mil millones de pesos anuales tan s6lo en Nortea-
mérica.>**1” Ademas, es responsable de la morbilidad
y pérdidas por ganancia de peso en al menos 10%
adicional de estas ganaderias; consecuentemente, los
costos por la enfermedad en la industria ganadera
de Estados Unidos de América son de, al menos, 640
millones de délares anuales.’ Esta enfermedad es una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en becerras lecheras en ese pais y Canadd, con brotes
que llegan a afectar entre 80% y 90% de los animales,
con tasas de letalidad menores a 5%.°

Considerando que Mannheimia haemolytica es el
principal patoégeno bacteriano de la PNB, para los
propositos de este articulo se nombrara a esta tltima



lesions. Among these factors, those which outstand
are the ones related with management as they gene-
rate stress, harsh temperature changes, overcrowding,
transport, confinement of animals at different age,
condition at weaning and calostrum immunoglobu-
lin level, among others. In addition, other bacterial
origin primary infectious agents intervene, and par-
ticularly, viral origin primary agents such as the syn-
cytial virus, parainfluenza virus, 3 infectious bovine
rhinothracheitis (herpes virus 1) and, occasionally,
adenovirus.**'”!" These viruses cause a direct cytopa-
thic effect on the respiratory apparatus; furthermore,
they decrease the bacterial removal and phagocytic
capability of the alveolar macrophage, which facilita-
tes the lung colonization by Pasteurella spp."

Pasteurella genus species are habitual hosts of the
superior respiratory tract in domestic and wild rumi-
nants, although Mannheimia (Pastewrella) haemolytica
and P. multocida are very frequently found to be asso-
ciated with respiratory diseases. There are variations
within different strains regarding their capability to
cause diseases in different host animals.”'

P. multocida has been identified as an important
pathogenic agent in animals for several years. Never-
theless, the frequency and significance of Mannhei-
mia (Pasteurella) haemolytica as a potential pathogenic
agent has been widely recognized in the last years, and
many studies on viral diseases have demonstrated that
P. multocida and Mannheimia (Pasteurella) haemolytica
perform more frequently as secondary invaders rather
than being the primary cause of disease."

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica is the most
pathogenic bacterium and more commonly associa-
ted with the respiratory disease complex in bovines,
particularly with BMn.**'"! It is a normal inhabitant
in healthy bovine tonsil crypts, and besides, an impor-
tant opportunistic agent of the respiratory tract due to
its colonization capability in the upper part of it, and
under certain conditions, causing immunosuppres-
sion of the host affecting its defense mechanisms, per-
mitting that bacteria can establish and rapidly multi-
ply, penetrating into the lungs during inhalation and
start an active infection of the alveolar epithelium."

This bacterium has been submitted to an exten-
sive re-classification; it was originally called Bacterium
bipolare multocidum by Theodore Kitt in 1885;>" later in
1896, Flugge re-named it Bacillus boviseptica,” and in
1932, Newson and Cross suggested the name of Pas-
teurella haemolytica.>”" Between 1959 and 1961, Smith
described two P. haemolytica biotypes according to
phenotypic, epidemiologic and pathologic differen-
ces, and classified them in A and T due to their ability
of the L-arabinose or trealose fermentation, respecti-
vely, 291518

Biberstein et al.”™'" developed a serotypification

como mannheimiosis bovina a lo largo de todo el
texto.

Etiologia

La etiologia de la mannheimiosis bovina (MnB) es
multifactorial y se ven involucrados diversos factores
de riesgo que determinan la presentacion y severidad
de las lesiones neumonicas; entre ellos destacan los
relacionados con el manejo que generan estrés, como
cambios bruscos de temperatura, hacinamiento,
transporte, confinamiento de animales de diferentes
edades, condiciones del destete, nivel de inmunoglo-
bulinas en el calostro, entre otros; asimismo, intervie-
nen otros agentes infecciosos de origen bacteriano y
particularmente agentes primarios de tipo viral, tales
como el virus sincitial, parainﬂuenza,3 rinotraqueitis
infecciosa bovina (herpes virus 1) y, ocasionalmente,
adenovirus.*>'"!" Estos virus causan efecto citopdtico
directo en el aparato respiratorio; ademas, reducen
la remocién bacteriana y la capacidad fagocitica del
macrofago alveolar, lo cual facilita la colonizacién
pulmonar por Pasteurella spp."

Las especies del género Pasteurella son comensa-
les habituales del tracto respiratorio superior de los
rumiantes domésticos y silvestres, y no obstante que
Mannheimia (Pasteurella) haemolytica y P. multocida
con mucha frecuencia se encuentran asociadas con
enfermedades respiratorias, hay variaciones entre las
diferentes cepas en su capacidad para producir enfer-
medad en los diferentes huéspedes animales.”'*

P. multocida se ha identificado como un importante
patégeno de los animales durante muchos anos; sin
embargo, la frecuencia y la significancia de Mannhei-
mia (Pasteurella) haemolytica como un patégeno poten-
cial ha sido reconocida ampliamente en los ultimos
anos, y numerosas investigaciones sobre enfermedades
virales han demostrado que P. multociday Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica, actian mas frecuentemente
como invasores secundarios que como causa primaria
de enfermedad."”

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica es la bacteria
mds patégena y mas comunmente asociada con el
complejo de las enfermedades respiratorias de los
bovinos, particularmente con la MnB.**!*"* La bacte-
ria es un habitante normal de las criptas de las tonsi-
las del bovino sano y, ademas, un importante agente
oportunista del tracto respiratorio debido a que usual-
mente coloniza la parte alta de éste y, bajo ciertas con-
diciones de inmunosupresion del huésped, afecta sus
mecanismos de defensa, lo cual permite que la bacte-
ria se establezca y se multiplique rapidamente, pene-
tre a los pulmones durante la inhalacién e inicie una
infeccion activa del epitelio alveolar."
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system based on the indirect hemagglutination (IHA)
of soluble capsular antigens inl960, and in 1962,
Biberstein and Gills* reported a consistent associa-
tion between the serotypes and biotypes which esta-
blish a capsular serotipyfication."”' In subsequent stu-
dies, the number of recognized serotypes increased to
17.1'"%" Serotypes 3, 4, 10 and 15 associated with bio-
type T and the rest with biotype A; non typificable by
IHA were later classified by counter-immunoelectro-
phoresis, demonstrating nine additional serotypes."

Through results obtained in studies on DNA-DNA
hybridation in 1990, and according to biochemical
properties and genetic analysis, serotypes T3, T4, T10
and T15, of biotype T, were re-classified as a separate
species which was called Pasteurella trehalosi.** Younan
and Fodor® reported the isolation of P. haemolytica
serotype 17 (A17). Recently, P. trehalosi has been re-
classified as Bibersteinia trehalosi.*

Mannheimia haemolytica

Pasteurella genus is built up by a wide group of bacteria
species that interweave in their phenotypic and geno-
typical characteristics; therefore, since many years
ago, studies have been performed in order to classify
them adequately. The first studies of DNA-RNA hybri-
dation demonstrated a homology of 8 to 24% between
isolations of P. haemolytica and P. trehalosi. Years later,
other studies validated these results with DNA-DNA
hybridation and demonstrated a homology of 0-35%
between P. haemolytica and P. trehalosi."

In 1999, through studies that included ribotypifi-
cation, multilocus enzyme elecrophoresis, 16S rRNA
gene and DNA-DNA hybridation, P. haemolytica A
serotypes were re-classified into the new Mannheimia
genus. Consequently, previous serotypes A of P. haemo-
Wytica (A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, Al4, A16
and Al7) were re-named as Mannheimia haemolylica.
Serotype 11, which is not related with Mannheimia hae-
molytica, was re-named as Mg.>*""

According to the suggested classification by Angen
et al.,” Mannheimia genus includes five species: M.
haemolytica (Mh) (originally P. haemolytica biogroup
1) which includes serotypes A (1, 2, 5-9, 12-14, 16 and
17), all only isolated from ruminants and M. granulo-
matis, which includes previously classified strains as P.
granulomatis, Bisgaard taxon 20 and P. haemolytica bio-
group 3J. They also include all genetically classified
strains such as P. haemolytica-like isolated from rabbits,
hares and bovines, associated with pneumonias and
purulent conjunctivitis in leporides together with skin
granulomas and other diseases in bovines. M. glucosida
includes originally classified strains as P. haemolytica
biogroups 3 A-H and 9, as well as serotype 11 and all
its related strains; the majority isolated from the nasal
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Esta bacteria ha sido sometida a una extensa
reclasificacion; originalmente fue llamada Bacterium
bipolare multocidum por Theodore Kitt, en 1885;*"
posteriormente, en 1896, Flugge la renombra Baci-
llus boviseptica’ y, en 1932, Newson y Cross proponen
el nombre de Pasteurella haemolytica.”*"> Entre 1959
y 1961, Smith describe dos biotipos de P. haemolytica
sobre la base de caracteristicas fenotipicas y de dife-
rencias epidemiolégicas y patolégicas, clasificando-
los como A y T, segtiin su habilidad para fermentar la
L-arabinosa o la trealosa, respectivamente.”*'>®

Biberstein et al.'>" desarrollaron en 1960, un sis-
tema de serotipificaciéon basado en la hemoaglutina-
cion indirecta (HAI) de antigenos capsulares solubles,
y, en 1962, Biberstein y Gills* informaron sobre una
asociacion consistente entre los serotipos y los bioti-
pos que establece una serotipificaciéon capsular.'™'
En investigaciones subsecuentes, el namero de seroti-
pos reconocidos aument6 a 17'>*! los serotipos 3, 4, 10
y 15 asociados con el biotipo T y el resto con el biotipo
A; las cepas no tipificables por HAI fueron clasifica-
das posteriormente por contra-inmunoelectroforesis,
demostrandose nueve serogrupos adicionales."”

En 1990, a partir de los resultados obtenidos en
estudios sobre hibridacion ADN-ADN, propiedades
bioquimicas y analisis genéticos, los serotipos T3, T4,
T10 y T15, del biotipo T, fueron reclasificados como
una especie separada que se denominé Pasteurella tre-
halosi.*® En 1995, Younan y Fodor® informaron sobre
el aislamiento de P. haemolytica serotipo 17 (Al7).
Recientemente, P. trehalost ha sido reclasificada como
Bibersteinia trehalosi.*

Mannheimia haemolytica

El género Pasteurella esta conformado por un amplio
grupo de especies de bacterias que se entrecruzan en
sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas, por lo que
desde hace varios anos se han realizado investigacio-
nes con el propésito de clasificarlas adecuadamente.
Los primeros estudios sobre hibridacion del ADN-
ARN demostraron una homologia de 8% a 24% entre
aislamientos de P. haemolytica'y P. trehalosi; posteriores
investigaciones validaron dichos resultados con estu-
dios de hibridaciéon de ADN-ADN, los cuales mostra-
ron una homologia de 0%-35% entre P. haemolytica y
P. trehalosi."”

En 1999, mediante estudios de ribotipificacion,
electroforesis de enzimas multi-locus, secuenciacion
del gene 16S del ARNr e hibridacion ADN-ADN, los
serotipos de P. haemolytica A fueron reclasificados en el
nuevo género Mannheimia. En consecuencia, los ante-
riores serotipos A de P. haemolytica (A1, A2, A5, A6, A7,
A8, A9, A12,A13, A14, A16 y A17) fueron renombrados
como Mannheimia haemolytica. E1 serotipo 11 restante,



cavity of sheep, in some cases these sheep presented
pneumonia or other diseases. M. ruminalis, includes
non hemolytic strains of P. haemolytica, previously des-
cribed as Actinobacillus lignieresii and P. haemolytica bio-
group 3], isolated from bovine and ovine rumen, not
associated with pathologic conditions. Lastly, M. vari-
gena, includes a group of originally classified strains as
P. haemolytica biogroup 6 and Bisgaard taxon 15 and
36 isolated from bovines and porcines, and associated
with sepsis, pneumonia and other pathological condi-
tions.2’9'15’25

Mh is a Gram-negative bacterium, encapsula-
ted, not dynamic, with a cocobacillar shape or small
pleomorphic bacillus, (diameter of 1-3 pm), meso-
philic, aerobic and facultative anaerobic, positive to
oxidase and negative to indole; it fermentates glucose
and other carbohydrates, producing acid but not gas.
It is negative to tests such as the metile red, gelatinase
and Voges-Proskauer. It grows in MacConkey agar
and enriched culture medium such as chocolate- or
blood agar forming greyish-whitish smooth colonies
with sizes that go from 1 to 2 mm in diameter after
24 hours of incubation. Most of the strains produce
a f-haemolisis when they grow in bovine blood agar.
It is capable to fermentate D-sorbitol, D-xylose, mal-
tose and dextrin, but not arabinose or glucosides,
and are negative to ornitine descarboxilase and NPG
(B-glucosidase), but positive to ONPF (o-fucosidase).
The presence of a capsule, which has antiphagocytic
properties, makes it partially resistant to phagocyto-
Sis'15,18

Mh can normally be isolated from pneumonic pro-
cesses in bovines and ovines, and also from septicemic
processes in sheep and from mastitis in ovines. Some
of the serotypes probably constitute part of the micro-
flora present in the ruminant upper respiratory tract,
although its isolation is frequently difficult.*">'® There
might be healthy carriers to the Mh strain which
causes pneumonia in bovines and develops pneumo-
nic pasteurellosis , or it might be possible that these
strains are acquired from other animals.*

Mh is the main etiologic agentin the complex of res-
piratory diseases in bovines, particularly in MnB.>'"*
It constitutes a new member to the Pasteurellaceae
family that originally included Haemophilus, Actinoba-
cillus and Pasteurella (HAP) genuses. The majority of
the members of the HAP family are hosts of mammals’
mucosa, including human beings, birds and reptiles.
Nevertheless, there are many pathogenic hosts which
could cause a disease if conditions are appropriate.®'®

From the 12 recognized serotypes of Mh, Al and
A2 are the most worldwide prevalent. These two
serotypes are the ones most frequently isolated from
calves.”® Al is the most frequently isolated one from
pneumonic lesions in BMn cases, in spite of seroty-

que no estd relacionado con Mannheimia haemolytica,
se renombré como Mg.*%%!?

Segun la clasificacion propuesta por Angen et al.,”
el género Mannheimia comprende cinco especies: M.
haemolytica (Mh) (originalmente biogrupo 1) que
incluye los serotipos A (1, 2, 5-9, 12-14, 16 y 17), todos
aislados solamente de rumiantes. M. granulomatis,
que incluye a cepas previamente clasificadas como P.
granulomaltis, Bisgaard taxén 20 y P. haemolytica bio-
grupo 3J. Incluye también todas las cepas clasificadas
genéticamente como P. haemolytica-like (parecidas a
P. haemolytica), aisladas de conejos, liebres y bovinos,
asociadas con neumonias y conjuntivitis purulenta
en leporidos y con granulomas en piel y otras enfer-
medades en bovinos. M. glucosida incluye cepas origi-
nalmente clasificadas como P. haemolytica biogrupos
3 A-Hy9, asi como al serotipo 11 y todas sus cepas,
la mayoria aisladas de cavidad nasal de borregos, en
algunos casos con neumonias u otras enfermedades.
M. ruminalis, que incluye cepas no hemoliticas de P.
haemolytica previamente descritas como Actinobacillus
lignieresii 'y P. haemolytica biogrupo 3], aisladas del
rumen de bovinos y ovinos, no asociadas con estados
patologicos. Por dltimo, M. varigena, que comprende
un grupo de cepas originalmente clasificadas como P.
haemolytica biogrupo 6 y Bisgaard taxén 15y 36, han
sido aisladas de bovinos y porcinos, y asociadas con
sepsis, neumonia y otros estados patologicos.>*'>*

Mh es una bacteria gramnegativa, encapsulada, no
movil, de forma cocobacilar o de bacilo pequeno pleo-
morfico (1 a 3 pm de didmetro), mesofilica, aerobia
y anaerobia facultativa, oxidasa positiva e indol-nega-
tiva; fermenta glucosa y otros carbohidratos, produ-
ciendo acido pero no gas. Es negativa a las pruebas de
rojo de metilo, gelatinasa, Voges-Proskauer. Crece en
agar MacConkey, en medios enriquecidos como agar
chocolate o agar sangre, formando colonias lisas de
color blanco grisaceo, con tamanos de 1 a 2 mm de
diametro después de 24 h de incubacién. La mayoria
de las cepas producen una p-hemolisis cuando crecen
en agar con sangre de bovino. Es capaz de fermentar
D-sorbitol, D-xilosa, maltosa y dextrina; no fermentan
arabinosa o glucésidos, y son negativas a la ornitina
descarboxilasa y NPG (B-glucosidasa), pero positivas
a ONPF (o-fucosidasa). La presencia de capsula con
propiedades de superficie antifagociticas la hacen
parcialmente resistente a fagocitosis.'>"

Mh se aisla normalmente de procesos neumonicos
en bovinos y ovinos, y también de procesos septicémi-
cos en borregos y de mastitis en ovejas. Algunos de los
serotipos probablemente forman parte de la micro-
flora residente del tracto respiratorio superior de los
rumiantes, aunque con frecuencia es dificil su aisla-
miento.*">'® En bovinos que desarrollan pasteurelosis
neumonica, probablemente haya portadores sanos de
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pes Al and A2 being more frequently found in the
nasopharynx of healthy bovines.”” Occasionally, sero-
types A2, A5, A6, A7 and A9 are also isolated.>>>%102829
Recent studies in Germany and in the United States
of America revealed that besides the Al, the A6 has
been recorded as the most frequently isolated one in
bovine pneumonic lungs.”””' Serotypes All (Mg) and
A12 have also been recorded.**" Although, genera-
lly, only serotypes Al and A2 are found in bovines, the
latter is more frequently associated with pneumonic
pasteurellosis in ovines than in bovines.***** These
two serotypes are capable to colonize the upper respi-
ratory tract in bovines and ovines, and are frequently
species-specific regarding their capacity to affect the
lower respiratory tract and cause a disease.””

It is common that serotype A2 is present in the
upper respiratory tract of healthy bovines, but after
a stress status or a viral infection serotype Al quickly
replaces A2 and becomes the principal serotype; this
might probably be due to a horizontal transmission
from sick animals which have an active Al in nasal dis-
charges.”” It has been proven that serotype A2 predo-
minated in bovine farm exudates and when these ani-
mals were taken to a pen auction and then to fattening
pens Al was the most predominant one. It is possible
to isolate all serotypes in ovines.'>* Several serologic
studies suggest that it is possible that Mh inter-species
transmission occurs from domestic animals towards
wildlife or outdoor free life and vice-versa.™

Non typificable (NT) Mh strains are also isolated
with variable frequencies, sometimes high,17 which
vary depending on the isolation source. A 9.3% has
been recorded in nasal exudates in Great Britain
and 12.8% in calves pneumonic lungs,” and in cows,
20.1% in nasal exudate, 16.2% in pneumonic lungs,
29.4% in blood, 25% in liver and spleen, 72.2% in the
genital tract, 89.5% in udder and milk, 66.7% in the
intestinal tract and 16.6% in the brain.”® A 9.3% has
been recorded in ovine nasal exudates in Mexico,*
15.8% in the United States of America®™ and 25% in
Denmark,” and in pneumonic lungs, 3.6% in Ethio-
pia,”” 7% in Hungary*' and 8.3% in Turkey."

Higher frequencies to those lately recorded in
other countries were found in recently performed
studies in Mexico. Frequencies of 69% were found in
healthy bovine’s nasal exudates and 67% in sick ani-
mals,”* and a 71% in bovine pneumonic lungs."*

These NT strains normally correspond to biotype
A* and have been described as Mh mutants; in addi-
tion, some of them present soluble antigen produc-
tion deficiencies.** In this sense, few studies quoted by
Frank® mention the possibility that strains classified
as NT by the indirect hemagglutination technique
(IHA) are maybe serotypificable strains through this
technique, but that its impossibility to react to the IHA
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la cepa de Mh que causa la neumonia, o es posible que
sean cepas adquiridas de otros animales.*

Mh es el principal agente etiol6gico en el complejo
de las enfermedades respiratorias de los bovinos, par-
ticularmente de la MnB.>'"* Constituye un nuevo
miembro de la familia Pasteurellaceae que original-
mente incluia los géneros Haemophilus, Actinobacillusy
Pasteurella (HAP). La mayoria de los miembros de la
familia HAP son comensales de la mucosa de mami-
feros, incluyendo humanos, pajaros y reptiles, no obs-
tante, muchos son patégenos oportunistas y pueden
producir enfermedad bajo condiciones apropiadas.®'®

De los 12 serotipos reconocidos de Mh, Al y A2
son los mds prevalentes en el mundo. Estos dos sero-
tipos son los que con mayor frecuencia se aislan de
becerros;*® el Al es el que se aisla mds frecuentemente
de lesiones neumonicas en los casos de MnB, aun
cuando en bovinos sanos son mas frecuentes los seroti-
pos Al y A2 en la nasofaringe,”” en ocasiones también
se aislan los serotipos A2, Ab, A6, A7 y A9.>>0510:2829
En estudios recientes en Alemania y Estados Unidos
de América, ademas del Al, el A6 ha sido registrado
como el mas frecuentemente aislado en pulmones
neumoénicos de bovinos.”””! También se han regis-
trado los serotipos A1l (Mg) y A12.>*** No obstante
que en los bovinos, por lo general, s6lo se encuentran
los serotipos Al y A2, este ultimo se asocia con la pas-
teurelosis neumonica mas frecuentemente en ovinos
que en bovinos.»*** Estos dos serotipos son capaces
de colonizar el tracto respiratorio superior de bovinos
y ovinos y con frecuencia son especie-especificos en su
capacidad de afectar el tracto respiratorio inferior y
producir enfermedad.*’

En los bovinos sanos es comuin que el serotipo A2
esté presente en el tracto respiratorio superior, pero
después de un estado de estrés o de una infeccién
viral, el serotipo Al rapidamente reemplaza al A2
como el serotipo principal; esto probablemente se
deba a una transmisiéon horizontal a partir de anima-
les enfermos que tengan el Al activo en secreciones
nasales.”” Se ha podido comprobar que el serotipo
A2 predominaba en exudado de becerros en granja,
y cuando estos animales fueron trasladados a corrales
de subasta y luego a corrales de engorda se encontré
que predominaba el Al. En los ovinos es posible aislar
cualquiera de los serotipos.'** Diversos estudios sero-
légicos sugieren que es posible que ocurra la trans-
mision interespecie de Mh desde animales domésticos
hacia animales silvestres o de vida libre, o viceversa.*

Cepas de Mh no tipificables (NT) también se
aislan con frecuencias variables, a veces altas,"” que
varian dependiendo de la fuente de aislamiento. En
Gran Bretana se ha registrado 9.3% en exudado nasal
y 12.8% en pulmones neumonicos de becerros,* y en
vacas, 20.1% en exudado nasal, 16.2% en pulmones



can be a consequence to the loss of specific-serotype
antigens in the cellular surface, which corroborates
the difficulties that are present for Mh serotypifica-
tion by IHA.

Pathogenicity mechanisms

Pathogenicity mechanisms of some of the members to
the Pasteurellaceae family are not yet clearly defined,
particularly the BPP pathogenesis, as some mecha-
nisms which allow Mh to establish and disseminate
during the infection are not satisfactorily elucidated,
there is even the possibility that there are differences
in those mechanisms between the isolated strains of
several pneumonic cases, as well as strains coming
from healthy animals.***

In Mh strains thataffect bovines, several expression
mechanisms of their pathogenicity through potential
antigens have been identified, these include: a leuko-
toxin (Lkt) with a specific activity against leukocytes,
lipopolysacharides (LPS), external membrane pro-
teins (OMP), iron-regulated proteins (IRP), fimbria,
enzymes (neuraminidase, protease and metaloglico-
protease), specific-serotype agglutinating antigens
and adhesines, as well as the capsule and plasmids
resistant to antimicrobials.>>'***** All of these mecha-
nisms play a fundamental role in the disease’s patho-
genesis; nevertheless, only Lkt is considered as the
most important primary pathogenicity factor.'”'**
All genes related with the identified virulence factors
have been located in the Mh Al genome, recently
sequenced.”’

Leukotoxins (Lkt)

Lkt are a group of exotoxins which produce its pri-
mary toxic effect against leukocytes, particularly
ruminant leukocytes, and specially against polymor-
phonuclear cells (PMN).'"**5%5 The toxin originates a
wide variety of biological effects on bovine leukocytes,
and the final result is an acute fibrinous pleuropneu-
monia.'*?

Studies in 1980 revealed that the free supernatant
of cultured Mh Al cells could produce phagocytosis at
low concentrations and was cytotoxic at high concen-
trations. Afterwards, it was discovered that the super-
natant contained a thermolabile leukotoxin (Lkt)
secreted by Mh during its exponential growth.”'®

Lkt A of Mh belongs to the family of exotoxins
produced by Gram-negative bacteria, called RTX
toxins, as they contain a variable number of repea-
ted amino acid dominium rich in glicine, from which
RTX (repeats-in-toxin) toxin family derives its name
and cause a huge variety of characteristic effects on
cells in which they act upon.”***"*% RTX toxins

neumonicos, 29.4% en sangre, 25% en higado y bazo,
72.2% en tracto genital, 89.5% en ubre y leche, 66.7%
en tracto intestinal y 16.6% en cerebro.” En exudado
nasal de ovinos se ha registrado 9.3% en México,”’
15.8% en Estados Unidos de América®®y 25% en Dina-
marca,” y en pulmones neuménicos, 3.6% en Etio-
pia,** 7% en Hungria™ y 8.3% en Turquia.”

En estudios recientes realizados en México se
encontraron frecuencias superiores a las registradas
hasta ahora en otros paises. En exudado nasal de bovi-
nos se encontraron frecuencias de 69% en animales
sanos y 67% en animales enfermos,’* y en pulmones
neuménicos de bovinos, 71%.*

Esta cepas NT normalmente corresponden al
biotipo A* y se han descrito como mutantes de Mh,
algunas de las cuales presentan deficiencias en la
produccién de antigenos solubles.** En este sentido,
algunos estudios citados por Frank®® mencionan la
posibilidad de que cepas clasificadas como NT por la
técnica de hemoaglutinaciéon indirecta (HAI), quiza
sean cepas serotipificables mediante dicha técnica,
pero que la imposibilidad de reaccionar a la HAI
puede ser consecuencia de la pérdida de antigenos
serotipo-especificos en la superficie celular, lo que
corrobora las dificultades que se presentan para la
serotipificacion de Mh mediante la HAI

Mecanismos de patogenicidad

Los mecanismos de patogenicidad de algunos de los
miembros de la familia Pasteurellaceae no estdn atn
muy claramente definidos, particularmente la patogé-
nesis de la PNB, ya que algunos de los mecanismos
que le permiten a Mh establecerse y diseminarse
durante la infeccién, no estan esclarecidos satisfac-
toriamente, incluso existe la posibilidad de que haya
diferencias en dichos mecanismos entre las cepas ais-
ladas de diversos cuadros neumonicos, asi como de
cepas procedentes de animales sanos.>**

En las cepas de Mh que afectan a los rumiantes
se han identificado diversos mecanismos de expresion
de su patogenicidad a través de potentes antigenos, los
cuales incluyen: una leucotoxina (Lkt) con actividad
especifica contra leucocitos; lipopolisacaridos (LPS),
proteinas de membrana externa (PME), proteinas
reguladas por hierro (PRH), fimbrias, enzimas (neura-
minidasa, proteasas, metaloglicoproteasas), antigenos
aglutinantes serotipo-especifico y adhesinas; ademas
de la capsula y plasmidos de resistencia a antibioti-
cos.*¥1449% Todos estos mecanismos juegan un papel
fundamental en la patogénesis de la enfermedad; sin
embargo, s6lo la Lkt es considerada como el factor de
patogenicidad primario mds importante.'”"***** Todos
los genes relacionados con los factores de virulencia
identificados han sido localizados en el genoma de
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have been found in the 12 Mannheimia serotypes.'®

Mh Lkt is a thermolabile, calcium dependent,
oxygen and pH stable, soluble in water protein. Its
highest concentrations in its production take place in
the logarithmic phase of the bacterium growth.”** It
has been proven that iron is a required factor for the
optimum growth of the bacterium and for Lkt pro-
duction.”

Mh Lkt genes have been sequenced and the toxin
has been expressed in E. ¢coli. The genetic organization
of the Mh Lkt operon ((ktCABD) is similar to the E.
coli haemolysin operon (hlyCABD) and contains four
genes. The first gene is the lktC that codifies a pro-
tein (LktC) that is responsible of the activation of the
leukotoxin (Lkt) by acylation. The second one is the
ktA which codifies the protein structure of the leuko-
toxin (LktA). Finally, genes (kB and kD codify for
proteins LktB and LktD, which together are respon-
sible of the transport and secretion of the leukotoxin
(LktA).'"*#>5% Mh Lkt has a close specificity against
target cells, it is cytotoxic versus ruminant leukocytes'®
and has been identified to the CD18 molecule as the
receptor that intervenes in the Lkt adherence with
ruminant leukocytes.'*'*5%%7

LktA activity against the target cells is dose-depen-
dent and can be classified in three categories. At very
low concentrations, the leukotoxin activates the target
cells in order to experiment a breathing interruption
and degranullation. As the leukotoxin concentration
increases, the target cells are stimulated to experi-
ment apoptosis (programmed cell death). When the
leukotoxin concentration is high, a target cell necrosis
is caused as a consequence of the membrane damage
due to the pore formation; therefore, the possibility of
the respiratory mucosa colonization by the bacterium
increases.”"’

The best known effect of the RTX toxins on neu-
trofiles is the formation of pores (0.9 to 3 nm diame-
ter) which cross the membrane.” In high concentra-
tions, Lkt causes a quick (5-15 min) loss of intracellu-
lar potassium and the cell gets swollen. The formation
of numerous damages in the plasmatic membrane
depends on the calcium; among these, pores which
could reach a 10 nm diameter on the surface of the
cell are included. These pores cause the membrane
to be permeable to ions and the discharge of water,
originating cellular lysis.”*>*

Therefore, in BMn the alveolar macrophages play
a central role in all cell processes and in the swelling
cascade that leads to lung damage." Among leuko-
cytes, macrophages are more resistant than neutro-
files wversus the Lkt lytic effect and among alveolar
macrophages, those in adult bovines are more resis-
tant than in less than 16 week old calves.”

The secretion induction and the discharge of vaso-
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Mh Al, el cual ha sido secuenciado recientemente.*
Leucotoxinas (Lkt)

Las Lkt son un grupo de exotoxinas que producen su
efecto téxico primario en contra de los leucocitos, en
particular los leucocitos de rumiantes, especialmente
las células polimorfonucleares (PMN).'"*55" [a
toxina origina una amplia variedad de efectos biol6-
gicos sobre los leucocitos bovinos, cuyo resultado final
es una pleuroneumonia fibrinosa aguda.'”

En estudios realizados en 1980" se pudo compro-
bar que el sobrenadante libre de células de cultivos
de Mh Al podia producir fagocitosis a bajas concen-
traciones y era citotoxico a altas concentraciones; pos-
teriormente se pudo descubrir que el sobrenadante
contenia una leucotoxina (Lkt) termolabil secretada
por Mh durante su crecimiento exponencial.”'®

La Lkt A de Mh forma parte de la familia de exo-
toxinas producidas por bacterias gramnegativas, lla-
madas toxinas RTX, en razén de que contienen un
numero variable de dominios de aminoacidos repe-
tidos ricos en glicina, de los cuales la familia de toxi-
nas RTX (repeats-in-toxin) deriva su nombre y causan
una amplia variedad de efectos caracteristicos sobre
las células en que actdan.”*>*7**%* Las toxinas RTX se
han encontrado en los 12 serotipos del género Mann-
heimia."®

La Lkt de Mh es una proteina termolabil, calcio-
dependiente, estable al oxigeno y al pH, y soluble en
agua, y las mas altas concentraciones en su produc-
cioén se dan en la fase logaritmica del crecimiento de
la bacteria.”*” Se ha podido comprobar que el hierro
es un factor requerido para el 6ptimo crecimiento de
la bacteria y para la produccién de la Lkt.”

Los genes de la Lkt de Mh han sido secuenciados
y la toxina se ha expresado en E. coli. La organizacion
genética del operén de la Lkt de Mh (lktCABD) es
similar a la del operén de la hemolisina de E. coli (hly-
CABD), y contiene cuatro genes. El primer gen es el
lktC, el cual codifica una proteina (LktC) que es la res-
ponsable de la activaciéon de la leucotoxina (Lkt) por
acilacion. El segundo gen es el lktA, el cual codifica la
estructura proteinica de la leucotoxina (LktA). Final-
mente, los genes (kB y [kiD codifican para las protei-
nas LktB y LktD, que en conjunto son responsables
de la transportacion y la secrecion de la leucotoxina
(LktA).'"**>5% L3 Lkt de Mh tiene una estrecha espe-
cificidad contra células blanco y es citotoxica contra
los leucocitos de rumiantes," y se ha identificado a la
molécula CDI8 como el receptor que interviene en
la adherencia de la Lkt con los leucocitos de rumian-
tes'10,18,52,57

La actividad de la LktA contra las células blanco
es dosis dependiente y se puede clasificar en tres cate-



active quimiotactic peptides by master cells, increases
the number of available leukocytes in the swollen part
where fibrinous deposits are produced; this process
finally ends in an acute fibrinous pneumonia. Any
opportunity of a secondary immune response is inte-
rrupted by the Lkt activity that prevents lymphocyte
blastogenesis."

Lkt interaction with the host’s immune system is
complex and intelligent; it induces biological effects in
bovine leukocytes in a species-specific manner,*”***
it induces the host’s system to work benefiting the
bacterium, and leaving its tissues without protection
against the infection."

Outer membrane proteins (OMP)

Studies focused on the identification of cell surface
proteins and OMP produced by several Mh serotypes,
as potential immunogens to prevent bovine pneumo-
nic pasteurellosis, have been followed.**®

Results of several studies highlight that Mh OMP
constitute some of the most important antigens for
the immune response stimulation against BMn,*""'
and a statistically significant correlation between the
disease’s resistance, and the presence of serum antibo-
dies directed against a great amount of proteins pre-
sent in saline extracts of the whole bacterial cell, has
been proven.®"*

Therefore, itis known that OMP have a great poten-
tial to develop immunogens, specially those exposed
to the surface.”®"* Exposed proteins in the bacterial
cell capsule are a great interest objective for the host’s
immune response. Two very important mechanisms in
bovine immunity against Mh, death mediated by the
complement and mediated phagocitosis by neutrofi-
les, are improved by the bacteria’s opzonization and
by capsule elimination.”

It is considered that antibodies for OMP of Gram-
negative bacteria also provide protection against Mh
infection. It is probable that these antibodies pro-
mote phagocytosis, and maybe also death when the
function of these proteins decreases.”

Even if the role of the OMP, as a virulence factor is
not yet quite clear, several studies have confirmed its
importance in infection pathogenesis, and highlight
its participating potential in the antibody response
in antibacterial protection, and furthermore, in their
participation transporting materials through the
membrane (porines) and in the adhesion to the host
cell.”"»

In the same way, it has also been proven that isola-
ted Mh OMP’s are powerful modulators of the bovine
polymorphonucleated leukocyte activity, and induce
alterations in their biological activity; therefore, it is
possible to observe in vitro a dependent dose reduc-

gorias. A muy bajas concentraciones la leucotoxina
activa las células blanco para experimentar una
interrupcién de la respiracion y la degranulacion.
A medida que la concentraciéon de leucotoxina se
incrementa, las células blanco son estimuladas para
que experimenten apoptosis (muerte celular progra-
mada); cuando la concentracion de la leucotoxina
es alta se presenta una necrosis de las células blanco
como consecuencia del dano a la membrana debido
a la formacién de poros. De esta manera, aumenta la
posibilidad de colonizacién de la mucosa respiratoria
por parte de la bacteria.”"

El efecto mejor conocido de las toxinas RTX sobre
los neutroéfilos es la formacién de poros (0.9 a 3 nm
de didmetro) que atraviesan la membrana.” En altas
concentraciones, la Lkt causa una rdapida (5-15 min)
pérdida del potasio intracelular y el hinchamiento de
la célula. La formaciéon de numerosos desperfectos
de la membrana plasmatica depende del calcio; entre
ellos se incluyen poros hasta de 10 nm de diametro
sobre la superficie de la célula, estos poros hacen que
la membrana celular sea permeable a los iones y a la
salida de agua, lo que origina la lisis celular.”**’

Por lo tanto, en la MnB los macréfagos alveolares
desempenan un papel central en todos los procesos
celulares y en la cascada inflamatoria que conduce al
dano pulmonar." Entre los leucocitos, los macréfagos
son mds resistentes que los neutréfilos contra el efecto
litico de las Lkt, y entre los macréfagos alveolares son
mas resistentes los de los bovinos adultos que los de
becerros menores de 16 semanas de edad.”

Lainduccién de la secrecion y la liberacion de pép-
tidos quimiotdcticos vasoactivos por células maestras,
aumenta el nimero de leucocitos disponibles en el
lugar de la inflamacion, en donde se producen depo-
sitos fibrinosos, este proceso culmina en una neumo-
nia fibrinopurulenta aguda. Cualquier oportunidad
de respuesta inmune secundaria es interrumpida por
la actividad de la Lkt, que previene la blastogénesis de
los linfocitos."

La interacciéon de la Lkt con el sistema inmune
del huésped es compleja e inteligente; induce efectos
biolégicos en los leucocitos bovinos de una manera
especie-especifica,”*** pone al sistema del huésped
a trabajar en beneficio de la bacteria y deja a los teji-
dos de dicho portador desvalido en contra de la infec-
cion."

Proteinas de membrana externa (PME)

Se han realizado estudios enfocados a la identificaciéon
de proteinas de la superficie celular y PME producidas
por diversos serotipos de Mh como potenciales inmu-
négenos para prevenir la pasteurelosis neumoénica en
el ganado.”
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tion in the capacity of adherence to the nylon wall in
vitro. It is believed that it is possible that small quan-
tities of OMP stimulate chemotaxis and neutrofiles’
adherence, favoring, therefore, its accumulation in
the initial inflammatory site.”

In immunized mice with A1 Mh OMP, and challen-
ged with alive A1 Mh, or with OMP, a bronchointers-
titial pneumonia, very simlar to MnB, was developed,
besides, a high concentration of antibody titre against
OMP was found, this suggest that the immune com-
plex plays an important role in BMn’s pathogenesis.*®

The meta-analysis of 27 studies performed during
12 years with experimental and commercial vaccines,
revealed that those which contributed OMP, and other
surface antigens, supplied the best protection levels
against Mh challenges, equivalent to the one granted
by alive vaccines.”

Immunogenic capacity varies between the diffe-
rent Mh serotypes, this has been proven with ovine
intra-tracheal challenges using A2, A7 and A9 Mh
immunized with OMP extracts of the same serotypes,
although high antibody levels were found, and only
vaccine with OMP of S7 produced an effective protec-
tion against the homologue and heterologue infec-
tion by A2, A7 and A9 Mh."”

It has been proven that the presence of antibodies
against Mh OMP has a statistical correlation with the
resistance to experimental challenges with this micro-
organism in cows. The gene, which codifies one of the
above mentioned proteins (PIpE), could be cloned
and sequenced, this protein is a lipoprotein similar to
the Actinobacillus plewropneumoniae lipoprotein.*”” Sub-
sequent studies have demonstrated that this recombi-
nant protein (rPIpE) is highly immunogenic when it is
injected subcutaneously in bovines, and the acquired
immunity considerably increases in experimental cha-
llenges.”""!

Sialoglycoprotease (Gcp)

Among the antigens in the supernatant of A1 Mh cul-
tures, the O-sialoglycoprotein (Gcp) stands out, this
Gcp is a neutral metaloprotease with an endopepti-
dase and neuroaminidase activity, and has the capa-
city to break up glycoprotein A type mucine in diffe-
rent sites.””’

The presence of antibodies (IgGl and IgG2)
against Gep could be proven by the use of the super-
natant in one Al Mh culture in a logarithmic growth
phase, that contained a Gcp specific proteolytic
enzyme, and was used to vaccinate and challenge
groups of calves, and many of these calves’ sera, IgGl
and IgG2 were found; furthermore, in those animals
which had anti-Gcp antibodies a milder pneumonia
was observed in the necropsy; these results demons-
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Los resultados de diversos estudios resaltan que
las PME de Mh constituyen algunos de los mas impor-
tantes antigenos para la estimulacion de respuesta
inmune en contra de la MnB,*”*' y se ha podido com-
probar una correlacion estadisticamente significativa
entre la resistencia a la enfermedad y la presencia de
anticuerpos séricos dirigidos contra una gran canti-
dad de proteinas presentes en extractos salinos de la
célula bacteriana integra.’"

Se sabe entonces, que las PME tienen un gran
potencial para desarrollar inmunégenos, especial-
mente aquellas que estan expuestas en la superfi-
cie.”®% Las proteinas expuestas en la capsula de la
célula bacteriana son un objetivo de gran interés para
la respuesta inmune del huésped. Dos mecanismos
muy importantes en la inmunidad de los bovinos en
contra de Mh: la muerte mediada por el complemento
y la fagocitosis mediada por los neutroéfilos, son mejo-
rados por la opzonizacién de la bacteria y por la elimi-
nacién de la capsula.”

Se considera que los anticuerpos para las PME de
las bacterias gramnegativas también suministran pro-
teccion contra la infeccién por Mh. Es probable que
estos anticuerpos promuevan la fagocitosis y quiza
también la muerte, al disminuir la funcion de estas
proteinas.®

Si bien el papel de las PME como factor de virulen-
cia no esta del todo dilucidado, diversos estudios han
confirmado su importancia en la patogénesis de las
infecciones y resaltan su participacion potencial en la
respuesta de anticuerpos en la proteccién antibacte-
riana, ademds de que participan como transportado-
ras de materiales a través de la membrana (porinas) y
en la adhesion a la célula huésped.®”*

De igual manera, se ha podido comprobar que las
PME aisladas de Mh son poderosas moduladoras de
la actividad de los leucocitos polimorfonucleados de
bovinos e inducen alteraciones en su actividad biolo-
gica, de tal manera que es posible observar in vitro,
una reduccién dosisdependiente en la capacidad de
adherencia a la pared de nailon. Se cree que es posi-
ble que pequenas cantidades de PME estimulen la
quimiotaxis y la adherencia de los neutréfilos, favo-
reciendo de esta manera su acumulacién en el foco
inflamatorio inicial.””

En ratones inmunizados con PME de Mh Al y
desafiados con Mh Al viva, o con PME, se desarrollo
neumonia broncointersticial muy similar a la MnB,
ademds, se present6 una alta concentracion de titulos
de anticuerpos contra las PME, lo cual sugiere que el
complejo inmune juega un papel muy importante en
la patogénesis de la MnB.%

El metaanalisis de 27 estudios realizados a lo largo
de 12 anos con vacunas experimentales y comerciales,
revel6 que aquellas que aportaron PME y otros anti-



trated that Gep is immunogenic, and that the bacteria
produces the enzyme in vivo.”” Serum of convalescent
bovines presents a Gcp activity, which suggests that
this Gep is immunogenic in animals.'®

Target cells of Gep have not yet been defined, but
probably are sialoglycoproteins present in the surface
of cells of the mucosa surface, alveolar macrophages,
alveolar neutrofiles or other leukocytes.” Although
the role of the Gcep in the pathogenesis has not been
quite demonstrated, it has been suggested that its
activity interferes with the adhesion of the neutrofi-
les by a split of the O-sialoglycloprotein of cell adhe-
sion molecules; alternatively, Gep can interfere with
the immune response of the host by a split of serum
IgG molecules, or maybe contributes in the bacterial
colonization.'®” Gep gen has already been cloned and
sequenced in E. coli; unfortunately, Gecp was found
added and inactive in the E. coli periplasma.” It was
possible to induce significant protection in calves that
had been challenged with the administration of only
Gcp as a vaccine.”

Neuraminidase

Neuraminidase is produced by Mn in vivo, as anti-
neuraminidase antibodies can be found in goats sera
after a bacterial transtoraxic infection.*” Although the
role of neuraminidase in bovine pneumonia is unk-
nown, this enzyme has been related as a virulence
factor in several mucosa pathogens." Neuraminidase
production by Pasteurella species was recorded the first
time in 1970, it was demonstrated that 102 out of 104
strains of P. multocida, and 3 out of b strains of P. hae-
molytica, had produced the enzyme.*”® Straus et al.”
could demonstrate that all Mh serotypes, except All
(Mg), are capable of producing neuraminidase.

It has been demonstrated that salivary secretion
protecting activity is reduced when salivary glycopro-
tein sialic acid residues are removed, it is possible that
neuraminidase causes a pathogenic effect through
the removal of glycoprotein sialic acid residues of the
host, therefore, reduce the mucus protection effect,
increasing Mh adherence to the mucosa epithelium
particularly in the upper respiratory tract.”*** It has
also been demonstrated that A1 Mh isolation could
produce higher levels of neuraminidase than A2 stra-
ins; this is clear evidence that neuraminidase is invol-
ved in the Mh invasion in pneumonic processes.**"

Lipopolysacharides (LPS)

Mh LPS is structurally similar than a typical Gram-
negative bacterium. This LPS have inherent Gram-
negative endotoxin activities: pyrogenic, macrophage
activation, tumor factor induction, cascade coagula-

genos de superficie, suministraron los mejores niveles
de proteccién contra desafios con Mh, equivalente al
proporcionado por vacunas vivas.®’

La capacidad inmunogénica varia entre los dife-
rentes serotipos de Mh, esto se ha podido comprobar
con desafios intratraqueales de ovejas con Mh A2,
A7 y A9, inmunizadas con extractos de PME de los
mismos serotipos. Aunque se encontraron altos nive-
les de anticuerpos, sélo la vacuna con PME de S7 pro-
dujo proteccién efectiva contra infeccion homologa y
heteréloga por Mh A2, A7y A9.%®

Se ha comprobado que la presencia de anticuerpos
contra PME de Mh tiene una correlacién estadistica
con la resistencia a desafios experimentales con dicho
microorganismo en vacas. Se pudo clonar y secuenciar
el gene que codifica una de dichas proteinas (PIpE),
la cual es una lipoproteina similar a una lipoproteina
de Actinobacillus plewropneumoniae.*® Estudios posterio-
res han podido demostrar que esta proteina recombi-
nante (rPIpE) es altamente imnunogénica cuando se
inyecta por via subcutdnea en bovinos y la inmunidad
adquirida aumenta considerablemente en desafios
experimentales.”"”!

Sialoglicoproteasa (Gcp)

Entre los antigenos presentes en el sobrenadante de
cultivos de Mh Al destaca una O-sialoglicoproteina
(Gep) que es una metaloproteasa neutra, con activi-
dad de endopeptidasa y neuroaminidasa, que tiene la
capacidad de fraccionar glicoproteina A tipo mucina
en diferentes sitios.””’

La presencia de anticuerpos (IgGl e IgG2) contra
la Gep se pudo comprobar mediante el uso de sobrena-
dante de un cultivo de Mh Al en fase de crecimiento
logaritmico, que contenia una enzima proteolitica
especifica para Gep y con el cual se vacunaron y se
desafiaron grupos de becerros; en muchos de estos
sueros se pudo comprobar que contenian IgGl e
IgG2; ademas, aquellos animales que tuvieron anti-
cuerpos anti-Gcp, presentaron una neumonia mas
leve a la necropsia; estos resultados demostraron que
la Gep es inmunogénica y que la bacteria produce la
enzima in vivo.” El suero de bovinos convalecientes
presenta actividad de Gcep, lo cual sugiere que esta
Gcp es inmunogénica en los animales."

Las células blanco de la Gep atin no han sido bien
definidas, pero probablemente son sialoglicoproteinas
presentes en la superficie de las células de la superficie
de lamucosa, macréfagos alveolares, neutroéfilos alveo-
lares u otros leucocitos.” No obstante que el papel
de lIa Gep en la patogénesis no ha sido demostrado
convenientemente, se ha sugerido que su actividad
interfiere con la adhesion de los neutroéfilos por una
escision de la O-sialoglicloproteina de las moléculas
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tion activation, platelet aggregation and endotoxic
shock induction.**®

Intrabronchial administration of purified Mh LPS
originated fibrine and neutrofile exudation, pulmo-
nary edema and platelet aggregation in the capillaries;
LPS was regarded as the main cause for microvascular
necrosis and thrombosis."**** AIMh LPS was capa-
ble to produce direct damage on pulmonary artery
endothelial cells in vitro; demonstrating the potential
function of endotoxins in the BMn vascular damage
pathogenesis.*

LPS participation could be the result of the
functions modulated by bovine leukocytes, and the
simulation of the host’s inflammatory response; in
this way, damage to their tissues is exacerbated. LPS
also participates as mediator in the increase of pro-
inflammatory cytokines, mediating lipids, pro-coa-
gulates, oxygen radicals and proteases, generated by
bovine monocytes and macrophages.>'® It has been
demonstrated that LPS increases both the Lkt citolytic
activity and the Lkt-dependent expression of the IL8
and the alfa (TNF-o) tumoral necrosis factor.™*? It is
probable that in vivo LPS and Lkt act synergically cau-
sing damage to tissues and inflammation.’

Adhesines

It is generally known that bacteria can adhere to
epithelial surfaces through specific receptors, as the
involved bacterial factors in the bacteria-cell inte-
raction are very diverse; there are several bacterial
structures that could participate in the adherence
such as the fimbria, non fimbrial adhesines, protein
adhesines, glycocalix, LPS, external membrane pro-
teins and the capsule.” Very little is known about the
participating molecules in the Mh ability to colonize
pharynx and tonsil crypts; it is probable that it codi-
fies an adhesine that allows the bacterium to attack
the respiratory epithelium,’ the participation of LPS,
fimbria and glycocalix® has also been mentioned;
the Mh LPS capacity to produce in vitro adherence®’
has also been demonstrated, and the polysaccharide
component facilitates that MH can specifically join
phagocytes and avoid their functions development.®
It is known that there are two types of fimbria in Mh,
some of them are 12 nm long and rigid, and others are
5 nm short and flexible, which were evident specially
when bacteria were recovered from experimentally or
naturally infected calves tracheal washing samples.”
The functional role of Mh adhesines in the patho-
genesis needs to be studied with more detail; never-
theless, it is very probable that this adhesine participa-
tes in a host cell sequential recognizing process that
precedes the catalytic activity exoprotein liberation,
such as the endopeptidase or the neuraminidase, or
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de adhesion celular; alternativamente, la Gep puede
interferir con la respuesta inmune del huésped por
una escision de las moléculas de la IgG séricas o quiza
contribuya en la colonizacién bacteriana.'®” El gen de
Gcp ya fue clonado en E. coli y secuenciado, desafor-
tunadamente la Gep se encontré agregada e inactiva
en el periplasma de E. coli.”® En becerros que habian
sido desafiados con Mh Al se logré inducir una pro-
teccion significativa con la administraciéon solamente
de la Gep como vacuna.”

Neuraminidasa

La neuraminidasa es producida por Mh in vivo, ya que
anticuerpos antineuraminidasa se pueden encontrar
en el suero de cabras después de una infeccion trans-
toraxica con bacterias.* No obstante que el papel de
la neuraminidasa en la neumonia bovina es descono-
cido, esta enzima ha sido implicada como factor de
virulencia en diversos patégenos de mucosas." La pro-
duccién de neuraminidasa por especies de Pasteurella
se registr6 por primera vez en 1970, demostrando que
102 de 104 cepas de P. multociday tres de cinco cepas
de P. haemolytica habian producido la enzima.®”*'
Straus et al.* pudieron demostrar que todos los seroti-
pos de Mh, excepto el serotipo All (Mg), son capaces
de producir neuraminidasa.

Se ha demostrado que la actividad protectora de
la secrecion salivar se reduce cuando se remueven los
residuos de acido sidlico de las glicoproteinas saliva-
res; es posible que la neuraminidasa ejerza un efecto
patogénico mediante la remocién de los residuos de
acido sialico de las glicoproteinas del huésped, y de
esta manera reduce el efecto protector del moco,
incrementando la adherencia de Mh al epitelio de
la mucosa, particularmente en el tracto respiratorio
superior.”*% También se ha podido demostrar que
aislamientos de Mh Al pudieron producir niveles mas
altos de neuraminidasa que cepas del serotipo A2, lo
cual puede evidenciar que la neuraminidasa estd invo-
lucrada en la invasiéon de Mh en los procesos neumo-
nicos.**%

Lipopolisacaridos (LPS)

El LPS de Mh es estructuralmente similar al de una
bacteria tipica gramnegativa. Este LPS tiene las acti-
vidades propias de las endotoxinas gramnegativas:
pirogénicas, activacion de macréfagos, induccion del
factor de tumoracién, activacion de la coagulacion
en cascada, agregacion de plaquetas e induccién del
choque endotéxico.™

La administracion intrabronquial de LPS puri-
ficado de Mh originé la exudacion de fibrina y neu-
tréfilos, edema pulmonar y agregacion de plaquetas



both. It is considered that Mh adhesines constitute
an alternative as a potential immunogen for vaccine
development against BMn.”’

In recent studies in Mexico, Jaramillo et al” achie-
ved the purification by affinity of a 68 kDa adhesine
that was capable to agglutinate rabbit erythrocytes,
concluding that Mh adhesines play a very important
role within infection. Mh adhesine is similar to a high
molecular weight adhesine characterized in non typi-
ficable H. influenzae strains.'

Plasmids

The presence of resistant plasmids to antimicrobials
has been demonstrated in Mh, although this presence
of plasmids is not a characteristic phenomenon within
all species, some strains have only got one small plas-
mid (approximately 4.2 kb) that is responsible for
resistance against streptomycin and sulfonamide.”'”!
In studies with A1 Mh strains, in the majority of them
a plasmid that codified P-lactamase could be isola-
ted, only a few showed two or none plasmids.* Not all
plasmids found are associated with resistance to anti-
microbials, paradoxically, it was possible to find resis-
tance in the absence of plasmids, and some of them
were correlated with the leukotoxin or other virulent
factors.””!

Plasmids play a very important role in the genetic
structure of the Mh antimicrobial resistance. Between
resistant genes to antimicrobials, one of the most fre-
quent ones in Mh is the one resistant to sulfonamides
(swlll). The majority of these genes has been found
in 4.2 to 16.7 kb plasmids, some of them also gene-
rate resistance against streptomycin, kanamicyn and
tetracyclines; in addition, the resistance to B-lactamics
is associated with small 4.2 to 5.2 kb plasmids. A
small plasmid less than 10 kb has also been identified
associated with aminoglycoside resistance, as well as
another one of 113 kb resistant to streptomycin, kana-
micyn, tetracyclines and sulfonamides; in the same
way, streptomycin resistant gen (s&7A) has been found
in plasmids as well as in the chromosome of Mh; the
resistance to chloramphenicol is mainly mediated by
chloramphenicol-acetyltransferases, most of these
chloramphenicol-acetyltransferases are located in
plasmids identified in Mh.”

Diagnosis

There are several laboratory techniques to detect and
identify Mh including: isolation and phenotypifica-
tion, serotypification and genotypification.

An in vitro culture in blood agar based medium, as
well as biochemical tests are used to isolate and phe-
notypify Mh. With the procedures mentioned above

en los capilares, implicando al LPS como la principal
causa de necrosis microvascular y trombosis.'®*% El
LPS de Mh Al fue capaz de causar dano directo sobre
las células del endotelio de las arterias pulmonares in
vitro; demostrando la funcién potencial de las endo-
toxinas en la patogénesis de la lesién vascular en la
MnB.*

La participaciéon del LPS podria ser el resultado
de las funciones moduladas por los leucocitos bovinos
y la simulacién de la respuesta inflamatoria del hués-
ped, de este modo se exacerba el dano a sus tejidos;
de igual manera, el LPS participa como mediador
en el incremento de las citocinas proinflamatorias,
lipidos mediadores, procoagulantes, radicales de oxi-
geno y proteasas, generados por los monocitos y los
macréfagos bovinos.>'® Se ha podido demostrar que
el LPS incrementa la actividad citolitica de la Lkt y
que aumenta la expresion Lkt-dependiente de la IL8 y
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).*** Es pro-
bable que in vivo, el LPS y la Lkt actien de manera
sinérgica causando dafo a los tejidos e inflamacién.’

Adhesinas

Se sabe de manera general que las bacterias se pueden
adherir a las superficies epiteliales a través de recepto-
res especificos, de tal manera que los factores bacte-
rianos involucrados en la interaccion bacteria-célula
son muy diversos; entre algunas de las estructuras
bacterianas que pudieran participar en la adherencia
se reconocen las fimbrias, adhesinas no fimbriales,
adhesinas proteindceas, el glicocdlix, el LPS, protei-
nas de membrana externa y la cdpsula.® Poco se sabe
acerca de las moléculas que participan en la habilidad
de Mh para colonizar la faringe y las criptas tonsilares;
es probable que codifique una adhesina que permita a
la bacteria atacar el epitelio respiratorio,” también se
ha mencionado la participacién del LPS, las fimbrias
y el glicocalix;* se ha podido demostrar la capacidad
del LPS de Mh para producir adherencia in vitro,*’
también se conoce que el componente del polisaca-
rido capsular facilita que Mh pueda unirse especifi-
camente a los fagocitos e impedir el desarrollo de sus
funciones.® Se sabe que existen dos tipos de fimbrias
en Mh, unas largas y rigidas de 12 nm, y otras cortas y
flexibles de 5 nm, las cuales pudieron ser evidenciadas
especialmente cuando las bacterias fueron recupera-
das de lavados traqueales de becerros infectados expe-
rimental o naturalmente.”

El papel funcional de las adhesinas de Mh en la
patogénesis debe ser estudiado con mds detalle, no
obstante es muy posible que esta adhesina participe
en un proceso secuencial de reconocimiento de la
célula huésped, que precede a la liberaciéon de exo-
proteinas con actividad catalitica, como la endopepti-
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it is possible to determine the colonies’ morphology,
hemolysis production, as well as its biochemical beha-
vior in order to identify and biotypify Mh."'® The
above mentioned are conventional available methods,
and besides them, there are alternative ones which are
based on miniaturized commercially available systems
that facilitate and speed up phenotypification; exam-
ples of the latter ones are the API 20E and 20NE*,
Diagnostic Capelets** and the OxiFerm*** system,
which have been widely used as an enterobacteriae
and non-enterobacteriae identification tool in veteri-
nary medicine with very satisfactory results,”#1-94

Hemagglutination techniques are used for seroty-
pification through the use of specific reference anti-
sera for the 12 recognized serotypes. Another sero-
logic test that can be used is the simple visual assay
technique from the obtention of LktA of Mh isolates,
in order to determine the presence of anti-LktA anti-
bodies in the sera of problem animals, another test is
the immunoelectrotransfer technique from obtained
proteins of the Mh external membrane, that are used
as antigens to determine the recognition pattern by
antibodies against the above mentioned antigens."®

Variability and complexity of phenotypic- and
genotypic characteristics of Mh genus make it diffi-
cult, in a high degree, the classification of the isolates
through routine laboratory techniques, based on con-
ventional descriptive criteria, that make the precise
taxonomy classification impossible. Classical techni-
ques used to identify bacteria, such as biotypification,
serotypification, susceptibility pattern determination
to antimicrobials and fagotypification, are based on
phenotypic differences; nevertheless, these techni-
ques are limited due to the capability of bacterium
to changing, without any notice, the expression of
some of their characteristics, therefore, isolates from
the same strain can vary phenotypically; additionally,
some of these methods are limited due to the relati-
vely high number of strains that are phenotypically
null, i.e., non typificable.”

Phenotypical methods used to characterize Man-
nheimia species have been used for a long time, and
although their reproducibility is high, their limita-
tions have been widely recognized.”” It has been
demonstrated in studies to evaluate the specificity of
serotypification, as a diagnostic tool, that it is not a
trustworthy method to correctly identify Mh; empha-
sis is stressed on the need of a broad phenotypic- and
genotypic characterization for an adequate typifica-
tion of this microorganism, considering the difficul-
ties that other studies have presented on its classifi-
cation, based only on the phenotypification and sero-
typification,””” keeping in mind that Mannheimia
genus includes taxons with great both phenotypic and
genotypic heterogeneity.™
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dasa o neuraminidasa, o ambas. Se considera que las
adhesinas de Mh constituyen una alternativa como un
inmunégeno potencial para el desarrollo de vacunas
en contra de la MnB.”’

En estudios recientes en México, Jaramillo et a
lograron la purificacién por afinidad de una adhesina
de 68 kDa que fue capaz de aglutinar especificamente
eritrocitos de conejo, concluyendo que las adhesinas
de Mh juegan un importantisimo papel en la infec-
cion. La adhesina de Mh es similar a una adhesina de
alto peso molecular caraterizada en cepas no tipifica-
bles de H. influenzae."

1.77

Plasmidos

En Mh se ha podido demostrar la existencia de plas-
midos de resistencia a antibiéticos; aun cuando la pre-
sencia de plasmidos no es un fenémeno caracteristico
entre todas las especies, algunas cepas poseen sélo un
plasmido pequeno (aproximadamente 4.2 kb), el cual
es responsable de la resistencia contra estreptomicina
y sulfonamidas.”®’" En estudios con cepas de Mh Al,
en la mayoria de ellas se pudo aislar un plasmido que
codificaba una B-lactamasa, s6lo unas pocas presenta-
ron dos o ningun plasmido.* No todos los plasmidos
encontrados estan asociados con resistencia a antibi6-
ticos, paraddjicamente fue posible encontrar resisten-
cia en ausencia de plasmidos y algunos de ellos fueron
correlacionados con la leucotoxina u otros factores de
virulencia.””!

Los plasmidos juegan un papel muy importante en
la estructura genética de resistencia antimicrobiana de
Mh. Entre los genes de resistencia a antimicrobianos
uno de los mas frecuentes en Mh es el de resistencia a
sulfonamidas (su/ll). La mayoria de estos genes se han
encontrado en plasmidos de 4.2 a 16.7 kb, algunos de
los cuales también generan resistencia contra estrep-
tomicina, kanamicina y tetraciclinas; asimismo, la
resistencia a B-lactimicos estd asociada con pequenos
plasmidos de 4.2 a 5.2 kb; también se ha identificado
un pequeno plidsmido de menos de 10 kb, asociado
con resistencia a aminoglicésidos, asi como uno de
aproximadamente 113 kb de resistencia con estrepto-
micina, kanamicina, tetraciclinas y sulfonamidas; de
igual manera, el gen de resistencia a estreptomicina
(strA) se ha encontrado tanto en pldsmidos como en el
cromosoma de Mh; la resistencia a cloranfenicol esta
mediada principalmente por las cloramfenicol-acetil-
transferasas, muchas de las cuales estan localizadas en
plasmidos que han sido identificados en Mh.”

Diagndstico

Para la deteccion e identificacion de Mh se cuenta
con diversas técnicas de laboratorio que incluyen: ais-



It is evident that studies on epidemiologic charac-
terization require the use of both methods, namely,
phenotypic and genotypic ones. Several molecular
biology techniques have demonstrated its usefulness
in taxonomy, pathogenesis and epidemiology studies
of Mh. Among the used techniques in several research
studies on molecular epidemiology on Mh isolates, the
most outstanding ones are: restriction analysis for the
RNAr gene detection or ribotypification, restriction
fragment length polymorphism (RFLP), restriction of
endonuclease analysis (REA) of chromosomal DNA,
DNA-DNA hybridization, multilocus enzyme electro-
phoresis (MLEE), random amplification of polymor-
phic DNA (RAPD), DNA sequencing, pulsed field
gel electrophoresis (PFGE) and amplified fragment
length polymorphisms (AFLPs).">***"% All of these
methods are based on bacterial DNA polymorphism,
and its high power, related with discrimination for
strain differentiation above conventional phenotypic
typification methods, has been demonstrated.'>>?%1%

Prevention and control

Given the complexity that involves the multi-causal
nature of this disease, prevention and control mea-
sures are still a polemic issue for analysis because of
its immunization efficacy and efficiency, the use of
chemotherapeutics and the control of medical-envi-
ronmental factors that favor stress in animals, and Mh
invasive action through its complex virulence mecha-
nisms.

Traditionally, the treatment against BMn has been
based on the intensive use of antimicrobials, inclu-
ding as well the massive herd treatment; this has led
to an increase in Mh multi-resistant strain incidence.
Therefore, prevention with vaccination is better than
the disease’s control with chemotherapeutics.” Anti-
microbial selection to be used, is rarely based on pre-
vious ¢n vitro sensitivity studies of isolated strains from
nasal or tracheal exudates, considering, moreover,
that these isolates do not necessarily reflect the pre-
sence of microorganisms in lung tissue.'”"

A great variety of antimicrobials has been used to
treat BMn; this mainly includes penicylin, oxytetracy-
cline, trimetoprim/sulfadoxine, ampicilin, tilmicosin,
florfenicol and tulathromycin. Although all of them
have shown efficacy, it has been proven that there is
resistance against penicylin, ampicilin, tetracycline,
sulfonamides and tilmicosin in many Mh isolates.'”
A wider review on dose and antimicrobial efficacy for
Mh treatment, as well as on Mh antimicrobial resis-
tance, is found in Rice et al.'”” and Highlander.’

There is a varied number of vaccines in the market,
unfortunately, there is not a lot of published infor-
mation found in journals regarding their efficacy in

lamiento y fenotipificacion, serotipificacion y genoti-
pificacion.

Para el aislamiento y fenotipificaciéon se utiliza
el cultivo in vitro en medios a base de agar sangre,
ademds de pruebas bioquimicas, todo lo cual per-
mite determinar la morfologia de las colonias, la pro-
duccién de hemdlisis, asi como su comportamiento
bioquimico para efectos de su identificacién y bioti-
pificacion."'® Ademas de los métodos convenciona-
les disponibles para la identificacién bioquimica de
Mh, se dispone de otros métodos alternativos, que se
basan en sistemas miniaturizados disponibles comer-
cialmente y que facilitan y agilizan la fenotipificacion;
entre ellos se encuentra el sistema API 20E y 20NE,*
tabletas diagnosticas** y el sistema OxiFerm,*** que
se han usado ampliamente como una herramienta en
la identificaciéon de enterobacterias y no enterobacte-
rias en medicina veterinaria, con resultados muy satis-
factorios.”**%9194

Para la serotipificacién se emplean técnicas de
hemoaglutinaciéon mediante la utilizacién de anti-
sueros de referencia especificos para los 12 serotipos
reconocidos. Otra prueba serolégica que se puede
utilizar es la técnica de ensayo visual simple a partir
de la obtencién de LktA de aislamientos de Mh, para
determinar la presencia de anticuerpos anti-LktA en
el suero de los animales problema; de igual manera,
mediante la técnica de inmunoelectrotransferencia, a
partir de proteinas obtenidas de la membrana externa
de Mh, que se emplean como antigenos para deter-
minar el patrén de reconocimiento por anticuerpos
contra dichos antigenos.'

La variabilidad y complejidad de las caracteristi-
cas fenotipicas y genotipicas del género Mannheimia
dificultan en gran medida la clasificacion de los aisla-
mientos a través de las técnicas de laboratorio rutina-
rias, basadas en criterios descriptivos convencionales,
que hacen imposible la clasificacién taxonémica pre-
cisa. Las técnicas clasicas para la identificacion de
bacterias, tales como la biotipificacién, serotipifica-
cion, determinacion de patrones de susceptibilidad a
antibi6ticos y fagotipificacion, se basan en diferencias
fenotipicas, no obstante estas técnicas se ven limitadas
por la capacidad de las bacterias de alterar, de manera
impredecible, la expresiéon de algunas de sus caracte-
risticas, de tal manera que aislamientos de una misma
cepa pueden variar fenotipicamente; adicionalmente,
algunos de estos métodos se ven limitados por la rela-
tiva gran cantidad de cepas que son fenotipicamente
nulas, es decir, no tipificables.”

Los métodos fenotipicos para la caracterizacién de
las especies de Mannheimia se han utilizado durante

*Analytab Products Inc., Biomeieux,MR Francia.
**Diatabs, MR, Rosco, Dinamarca.
***Roche, MR, Estados Unidos de América.

Vet. Méx., 40 (3) 2009 307



studies including controlled challenges or under field
conditions.”'"’

Apparently, these vaccines only provide a partial
protection, and some of them, such as those prepa-
red from whole cells, can increase morbility within the
herd."”* Another prevention strategy in fattening ani-
mals has been the use of vaccines against viral agents
only; but this has also not been quite effective.'””

The development of effective vaccines against
BMn mainly depends on the detailed knowledge of
Mh antigens and virulence factors, that are necessary
to stimulate an immune protection. These pathogens
include bacterial surface components (LPS, OMP) as
well as secreted molecules (Lkt).’?

A correlation between titres of neutralizing anti-
leukotoxin antibodies and the resistance to the disease
has been demonstrated; nevertheless, the use of LKt
alone, purified or recombined has not been enough
to originate protection.’”” In the same way, the use
of capsular polysacharides combined with Lkt has
not generated any protection either; nevertheless, the
culture supernatant mixed with recombinant Lkt has
been effective in assays with challenged animals, that
suggests that the best vaccine option for BMn is the
mixture of Lkt associated with supernatant antigens.’

There has been information about a few successful
results with the use of live vaccines, nevertheless,
there is the worry about a possible virulence of these
strains.'*>'%°

Recent studies have been focused to reach local
immunity induction against Mh by the liberation of
antigens through the mucosa, reducing the coloniza-
tion of the nasopharynx by the microorganism,'”” via
Mh antigen expression in viral vectors, which would
facilitate the replication in the upper respiratory
tract, or the oral administration of those antigens
encapsulated in alginate microspheres,'”'" as well as
by the development through genetic engineering of
plants for Mh antigen expression in order to produce
edible transgenic vaccines.'” These plant derived
antigens were immunogenic when they were injected
in rabbits, and also when oral vaccines stimulated an
immune response in calves’ mucosa.'”’

Conclusions

The impact of BMn in the bovine industry, in both
beef- and dairy cattle, has been widely proven in seve-
ral studies in North America as well as in Europe.”
Unfortunately, very little is known in countries in
Latin America, and particularly, in Mexico. This
disease is considered to be the most important one in
beef cattle, and the second one, after gastrointestinal
ones, in dairy calves.”

BMn is triggered as a consequence of an imbalance
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mucho tiempo y aunque se acepta que su reproducibi-
lidad es alta, sus limitaciones ya han sido reconocidas
ampliamente.”””” En estudios realizados para eva-
luar la especificidad de la serotipificacién como una
herramienta diagnéstica, se ha demostrado que no es
un método confiable para la correcta identificacion
de Mh, y se hace énfasis sobre la necesidad de una
amplia caracterizacién fenotipica y genotipica para la
adecuada tipificaciéon de este microorganismo, con-
siderando las dificultades que han presentado otros
estudios para su clasificacion, basada solamente en la
fenotipificacién y la serotipificacién,”** teniendo en
cuenta que el género Mannheimia abarca taxones de
una gran heterogeneidad fenotipica y genotipica.”

Es evidente que los estudios sobre caracterizacion
epidemiolégica requieren del uso tanto de los méto-
dos fenotipicos como genotipicos. Diversas técnicas
de biologia molecular han demostrado su utilidad en
el estudio de la taxonomia, patogénesis y epidemiolo-
gia de Mh. Entre las técnicas empleadas en diversas
investigaciones sobre la epidemiologia molecular de
aislamientos de Mh se pueden destacar las siguientes:
analisis de restricciéon para la detecciéon de los genes
del ARNTr o ribotipificacion, polimorfismo de la longi-
tud de los fragmentos de restriccion (RFLP), analisis
de endonucleasas de restriccion (REA) del ADN cro-
mosomal, hibridacion de ADN-ADN, electroforesis
de enzimas multilocus (EEML), amplificacion al azar
del polimorfismo del ADN (RAPD), secuenciacién
del ADN, electroforesis en gel de campos pulsados
(PFGE) y andlisis del polimorfismo de la longitud de
fragmentos amplificados (AFLP)."**™ Todos estos
métodos tienen como base el estudio del polimor-
fismo del ADN bacteriano y se ha demostrado su alto
poder de discriminacién para la diferenciacion de
cepas, superior a los métodos convencionales de tipifi-
caci6n fenotipica.'>?>9%1%

Prevencion y control

Dada la complejidad que involucra la multicausalidad
de esta enfermedad, las medidas de prevencién y con-
trol siguen siendo motivo de analisis y polémica res-
pecto de su eficacia y la eficiencia de la inmunizacion,
el empleo de quimioterapéuticos y el control de fac-
tores medioambientales que propician el estrés en los
animales y favorecen la accién invasora de Mh a través
de sus complejos mecanismos de virulencia.
Tradicionalmente, el tratamiento contra la MnB se
ha basado en el uso intensivo de antibioticos, inclu-
yendo, ademas, el tratamiento masivo de hatos, lo
cual ha determinado un incremento en la incidencia
de cepas multirresistentes de Mh. De ahi que sea pre-
ferible una prevencién y control de la enfermedad,
basada mas en la vacunaciéon que en la quimiotera-



in the interaction of the triad constituted by one or
more infectious agents, the hosts defense and envi-
ronmental stress factors; nevertheless, there is a coin-
cidence in the majority of the studies on this etiologic
complexity that the principal etiologic agent involved
in the microorganism is A1 Mh.>%%

Pathogenicity mechanisms of this bacterium have
not yet been clarified, and it is possible that there are
differences between isolated strains of different pneu-
monic cases or from healthy animals.®”* There are
several identified pathogenicity mechanisms in Mh
that have been the reason for an analysis and discus-
sion in various studies.®®****” Among these, the most
outstanding one is Lkt as the most important factor
and more widely studied, even that its proven immuno-
genic capacity in some of the above mentioned mecha-
nisms, Lkt is considered to play the most predominant
role in the induction of a protecting response.”'®

There are still enigmas towards Mh, particularly
those related with pathogenicity, virulence and taxo-
nomic aspects due to the variability and complexity
of Mannheimia phenotypic and genetic characteristics,
as well as to the difficulties in its genetic manipula-
tion.” For a better understanding of the epidemiology,
and the importance of all Mh species it is necessary to
adopt new criteria for its identification, including the
use of molecular techniques, as well as more sensitive
isolation procedures and biochemical and immunolo-
gical identification.

Phenotypical classification methods, in spite of
their high reproducibility, present limitations. Sero-
typification, in particular, is not reliable by itself, if
it is not supported by a solid biochemical characte-
rization. Therefore, the adequate typification of this
microorganism requires a wide phenotypic- and geno-
typic characterization.?*979%

Research based on experimental challenge assays
or on the study of epidemiology, taxonomy and viru-
lence, will contribute paramount information regar-
ding Mannheimia haemolytica behavior in bovines and
other animal species.

The most effective prevention and control measu-
rements against BMn should be supported by a com-
bination of a series of activities that include a relia-
ble diagnosis, vaccines and effective therapeutical
methods and good management practices.
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la liberacion de antigenos a través de la mucosa, redu-
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sulados en microesferas de alginato,'"*'"” asi como el
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para la expresion de antigenos de Mh, a fin de pro-
ducir vacunas transgénicas comestibles.'” Estos anti-
genos derivados de plantas fueron inmunogénicos
cuando se inyectaron en conejos y también mediante
vacunas orales estimularon una respuesta inmune en
la mucosa de becerros.'”

Conclusiones

El impacto de la MnB en la industria bovina, tanto
en ganado productor de carne como de leche, ha
sido ampliamente comprobado en diversos estudios,
tanto en Norteamérica como en Europa;"* desafortu-
nadamente poco se sabe al respecto en los paises de
Ameérica Latina y en México en particular. Esta enfer-
medad se considera como la mds importante en bovi-
nos productores de carne y la segunda, después de las
gastrointestinales, en becerras lecheras.”

La MnB se desencadena como consecuencia de un
desbalance en la interaccion en la triada constituida
por uno o mas agentes infecciosos, las defensas del
huésped y factores estresantes medioambientales; no
obstante esta complejidad etiologica, la mayoria de
los estudios coinciden en que el microorganismo invo-
lucrado como el principal agente etiolégico es la Mh
A1_2,6,8-10

Los mecanismos de patogenicidad de esta bacteria
no estan del todo esclarecidos, y es posible que existan
diferencias entre cepas aisladas de diferentes cuadros
neumonicos o de animales sanos.””*” Son varios los
mecanismos de patogenicidad identificados en Mh,
los cuales han sido motivo de andlisis y discusién en
diversos estudios.®®"****" Entre ellos destaca particu-
larmente la Lkt como el factor mdas importante y mas
ampliamente estudiado, y no obstante la capacidad
inmunogénica comprobada en algunos de dichos
mecanismos, se considera que la Lkt juega el papel
mas preponderante en la induccién de una respuesta
protectora.”"

Siguen existiendo enigmas respecto de Mh, parti-
cularmente relacionados con aspectos de patogenici-
dad, virulencia y taxonomia, debido a la variabilidad
y la complejidad de las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas del género Mannheimia, asi como por las
dificultades en su manipulaciéon genética.” Para una
comprension mas amplia de la epidemiologia y la
importancia de todas las especies de Mh, es necesario
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