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J\IJHERENCIA "IN VITRO" DE OOS <:EPAS DE pastew-el la multocido. TIPOS 1\ Y D. 

1\ LINEA CEUJUR \/EOO Rcgel io J. Fragoso Soriano. 1992. 

La adherencia. bacteriana. a epitelioo del hombre y animales es esencial para. 

la colonización y posible pa.t~nesis de enfennedades. Con la finalidad de 

establecer si lo. 1 inea celular VERO er; un mo.:lelo factible para futurdS 

investigaciones sobre adherencia de Pastew--el la multocida~ se realizaron 

pruebas con dos cepas de e.:. multocldn tipos capsulID"es A y D. Otro objetivo 

fue utili7~ el Microscopio Electrónico de Transmisión paro. b.Jscar alguna. 

e.::t.n1ctlitü t-•xterna mvolucradu en la o.dherenciu de ésta bacteria. Sobre cubre 

obj~tos se hicieron cr~Jcer cultivos d+? las células VERO. que se cubrieron con 

una suspensión de las cepas de f.:. mul tocida. de aproximadamente un.1 
9 

concP.ntración de x 10 ba.cterias/ml. se fijaron y se tifferon con el 

-:-oloronte de GIEJ.l<JA. observarrlose al microscopio óptico y contarrlose el 

nUmero total de ~cterias adheridas en 50 células VEI\ú p:>r cado. prepdraci6n. 

C.,da réplica se hizo en tres ocasiones. Se hizo un onAlisis de varianza y se 

evaluaron los resultados los cuales seno.la.ron que la adherencia de f.:.. 

!l!Ul tocidd tipo capsular D es mayor (22 ± 14). que la oc!herencia de E.,. 

multocida tipo cilpsular A (19 ± 8). Cp < 0.05) y que las dos cepas de 

~J;!turell~ mult.-:icida pose~n un mecanismo similar de adhesión por medio de 

fimbrias observddas por el Microscopio Electronico de Transmisión. Finalmente 

la linea celular VFRJ mostró un porcentaje de adherencia muy bajo con ~ 

multocidd tipos capsulares 1\ y O utilizadas en éste trabajo. 

3 



An!ERENCIA "IN V!TliJ" DE J:XE CEPAS DE Pasteurel la mu! tocido TIFl'.lS l\ Y D. 

A LINEA CElJJUR Vffi). 

IITTllO!JlJCCIÓN. 

El conejo es uno de los animales de laboratorio mAs importantes para la 

investigación científica. Ha servido como modelo animal experimental en 

muchos experimentos de Bioquimica .. Fisiología.. Nutrición. MicrobiologJa y ~n 

la obtención de posibles vacunas para mudtas enfermedades. incluyerrlo 

trabajos de adherencia bacteriana para algunas enfermeddctes entéi·icas 

(ll,25.30). .Es también sin lugar a dudas una especie muy so!icitadd para 

consumo huma.no. de ahi la importancia para preservar su sa.lud dentro de 

nuestra sociedo.d. Como muchos animales de ldlxlratorio. el conejo no escapa a 

un sinntlmero de enfermedades infecciosas. que pueden en determill!ldas 

condiciones llegar a la mortalidod masiva de la especie. 

Dentro de las enfermedades infecciosos que CdUSdfl mds problemas a la 

especie humana se encuentran los respiratorias sobre todo en las gran::les 

ciudades como la Ciudad de México. d.orñe los contaminantes atmosféricos en 

primer lugar. el polvo. la diseminación microbiana por aerosoles. los cambios 

de temperaturo, el ruido y lo. tensión de la vida diaria contril:uyen de W1d 

manera directa. e irdirecta a. la implantación y diseminación de infecciones 

respiratorias que pueden, en determinadas corxhciones, ser causa de 

mortalidad tanto en el hombre como en los ani,,,.,!es. 
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Pasteurel la multocid.a en conejos. 

Entre los conejos la enfermedad infecciosa de vias respiratorias mas 

imp:lrtante es lél pasteureloeis causada J>Jr Pasteurella -ª00· Esta enfermedad 

en el conejo se contagia p:ir contacto dir~cto o irrlirecto. Los conejoe 

desan-ollan poca inmunidad tras la infección. algunos quedan como 

portadores sanos y petl)etüan la enfermedad en la colonia. (72). La infección 

~ comam. es un catarro que se puede convertir en UI'ld neumon1a. 

f\Jn1aruentalmente es una rinitis y sinusitis po.ranasal con moco seroso o 

purulento. Las complicaciones pueden ser: neumonía fibrinosa con hepatización 

del pulmón. dificultad respiratoria.. adelgazamiento. otitis media. 

meniDJitis. conjuntivitis. atecesos crónicos y septicemias que pueden 

ocasionar la muerte del animal (72.741. otras bacterias asociadas al 

problema son Bord.etel la bn..."'nchiseptica. y Stadwlococcus aerus. 

Steven y Weisbroth C74) mencionan que la pasteurelosis en el conejo es 1..Uld 

enfenned&i. que se presenta cuan:to las condiciones de estrés debilitan la 

resistencia del ani11>al. y se cita a la gestación como factor de estres. arto 

se ve apoyado por loa. trabajoa de otroa investigadores. como loe de T<W>Ok 

(76) qui~n demostró que el estrés por falta de agua y caoida en ratones 

portadores asintomaticos de Sal!DOnella provocaban el des&TOl!o de este 

aicroorgani!!IDO y la invasión del intestioo. Rock (67) in:1ica cudles son los 

f11ctcree que producen estres en los conejos que hacen diemiruir su 

resiotencio a las infecciones: 1.- ruido excesivo. 2.- escasez de agua. 3.

f11lta de alimento apropiado y 4.- manejo excesivo. Al mismo tiempo se 

erv.mcian loa transtornoe frecuentes provocados por estres: 1.- probleD>aS 

gastrointestinales 70ll. 2.- tranat:orncs respintorioe 29% y 3.- nerviosos 
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(agresión y peleas). Los gérmenes tMs comunes involucrados en estos casos 

son. en c1rden de impo1i:o.ncia: Eimeria ~rforal"§. F.scherichia ~l. 

·Pasteurella film..:.. otros coliformes y Pseudomonas ª122.:. 

PasteW"'ella multocida: caracter1sticas generales. 

El nombre de Pasteure !la mu! toci<ld fue introducido en hmenaje a 

UJuis Pasteur. por sus observaciones sobre cólera aviar. Pasteurella 

multocide fue aislada por M. TOSS4int de una gallina (1879). El nombre actual 

de e.,_ mu! toci<ld fue acul!ad" por Rosemruach y Merchant (68). Las pasteurellas 

pertenecen a la familia III del grupo de bacilos gra.m negativos: anerobios 

facultativos, junto con Hpegochilua, llctinobacillw, C..li!p!!toboc!;erium y 

Gerdnerella (sien:lo las otras familias del grupo I enterobdcter·iaceas y del 

II Villrionaceae) seglln clasificación del mant.14! Bergey mds reciente (47) . üw 

cepas de ~ 111.1ltocide aisl!ldas de animales que han perecido de la infección, 

al ser te!Udos con el colorante de gr<1111. se obeervan como bacilos gram 

negativos. ovoides, cortos, capsulados y de pequel'lo teeal'lo. midiendo 

aproximadamente de 0.3 a 1.0 micras de ancho por 1.0 a 2.5 aicras de largo y 

una bipolaridad cl<lsica. Aunque la morfología y C<1racteristicas .,._ien 

variar. particularmente cuardo "" aislan de tracto respiratorio superior y 

después de subculti""5 repetidos en medios artificiales: en esas 

cin:umtanc!as deJa de ~ la bipolaridad y pieden l:allftr ron.a de 

bacilos alargados, de hasta 5 X 1 micras con pérdida de la cápsula (10.17). 
o o 

Estos microorganismos son inmlNiles tanto a 22 C COllO a :37 C. no tienen 

flagelos. ni esporas, anaerobios facultativos y crecen bien en -1ioe 

sintéticos enriquecidos con un 5% de sangre o euero. 
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Lbs colonias 00.cterianas crecen en medios sólidos como: Aqar Infusión 

Cerebro l..ora=-·~·r.. Ag.-.r sarYJt·~ y Agar St:>yu tripticusa. En Aga.r saf):Jl"'e form., 

pequenas colonias oo hemol1tícas de color gds. F.sta.s son de tamal'So mediano. 

redorrlas. brillantes. grísaceas. Se han oOOe1vado variantes colonil1l~1 lisas-· 

iridiscentes. mucosas y rugosas azules (15), Se diferencia de otras especies 

<P..:.. haemolttic~. P~ neumotropic~. ~urea.e) por pruems bioquímicas en las 

que el nUmero minimo de pruebas para la identificación, hasta especie. de 

Paste~!.l-ª. debe lncluir las siguientes: tinción de gram. oxidasa. cata lasa. 

oxiddción/fermentaciOn. motil id.ad. crecimiento en agar Mac Conkey. hemól isis 

en agar sdllCJre e.l 3%. ird.ol. ureasa. prcducción de Ac. sulfhidrico. 

producción de Acído a partir de glucosa, so.ca.rosa. manito?. rcfinosa. 

trchalosa y arabinosa. Darrlose también importancia a. caracter:isticas menos 

t)bjetivas como morfolog-la colonial y olor al cultivo. Todas las pruebas 

anteriores ae realizan segUn las técnicas descritas por Cowan y Steel C20). 

En este trabo.jo se reconstituyeron y r-eidentificaron cepas de E.:.. multocida. 

los cocoba.cilos gram. negativos. bipolares. oxidasa y ca.talasa positivos. 

inmóvHes. fermentadores de gluCOS4 y saca.n:ea sin producción de gas. se 

considera.ron pertenecientes o.l género Pa.steurella. tenierxio en cuento. lo 

pUbl icado por c.rter (15J y Cowan y steel C20J. 
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caracteri'Zolción Anti génica. 

Se ha detectado la presencia de antígenos ca.paulares. los que han sido 

estudi..,,dos por distinti:is autores. Roberts C65). definio cuatro grupos: I. II. 

III. IV. mediante prueba de protección cruzada. En otros estudice. por 

hemaglutinaciOn irxiirecta, procedimiento en el cual se absorben loa 

pol isacdridos a. glób...llos rojos, se ratificó la existencia de cuatro ti()O'".:S d~ 

capsula: A.B,C.D. Más tarde el SCf'O:JrUpo e ~e descartó para establecer un 

nuevo tipo E (12.13). la. cl13.Sificación ·cte carter se con-espon:le con la de 

Roberts del siguiente medo: B/I • .VII. E/Ill. O/IV. 

La septicemia hemorrdgica en ge.nado es causada por los tipos B y E. que 

prcdur.en uno. erdotoxina. que podría estar en las cdpsulas relacionada con los 

polisacáridos. El cólera aviar es pnxluc:ido por el serotipo A. En la. neumonía 

de diversos animales como el OOVino, ovino, cerdo y conejo estan involucrados 

los tipce A y D (18.38). 

Posteriormente se encontraron dos métodos no serológicos y rápidos paro. la 

determinación de Ice ti pee capsulares l\ y D. Un método de aglutinación rópidtt 

con acriflavina. para diferenciar las tipo D (14). Y otro dorde se deruestra 

la sensibilidad de las bacterjas tip::i A a la desco.psulacj6n con hialuronidaSa 

estafiloeoccica (16). 

l\demd5 de Ice antigenos capsulares se han estudiado los antigence 

somáticos de ¡Jdred celular. Ndllliokd y Murata (54). uti !izando un método 

de aglutinación en tubo con blcterias desea.pauladas por tratamiento 

<leido. ol:eervaron 15 tipce antigenicos. La aglutinación de las bacterias tipo 

A puede estudiarse tras la descapsulación ocn hialuroniclasa testicul!!r 

est..filocóccica. Heddleeton y cols. (36) Mediante una técnica de 
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innun::difusión en gel. para la detección del antigeno termoestable de l.J. 

ptired celular. reconocieron 16 dif~1·entea antígel'lC'S. sin relf!.rió11 .:.i.l tipo 

capsular. 

tos dos mótcdo:3 para CCll"acteriz.ar antígenos soináticos prcducen resultados: 

sími lares. y se considera que el mayor componente de la especificidad del 

ant1geno somatico reside en el lipopol isacArido C9l. 

Biasin y Lapvinte-Shaw (7) por irunl.JnOl:"lectroforesis cruzo.da. evidenciaron 

55 antígenos citoplasmáticos y 19 de cnvolturd. Al comparar loo distintos 

' métodos de extracción de a.nttgenos capsulares y somáticos. observa.ron que 

cdda sistema de extracción poseJa wi cierto nl.'lmero de proteínas diferentes y 

ésto e>.."Plicarla la falta de coincidencia en los métcxios reportados de 

tipjficación. 

la complejidad ant:igenica de la bacteria permitiría ex:plicAr la débil 

inmunidad ~ que ae ha ol:eervado -por inmunización experimental a ratón 

(66). 

Normalmente P..... mul toe ida existe como comensal en la bJcofaringe de 

muchas especies animales detecta.dos como portadores del microorganismo como 

en corderos. pe?TOS. gatos y ratas; y ca.usa enfermedades cuo.rrlo hay ciertos 

factores predisponentes como infección por virus. hacinamiento. fatiga y 

exposición al frlo (38). La mayoria ele las cep<lS de E,. multocida son 

sensibles in vitro a la penicilina. lo que constituye el f6rmaco de elección. 

Esta sensibilidad puede servir para la rd.pida detección en el laboro.torio, 

de I!:._ Dl.lltocida y su diferenciación con otros bacilos gro.m negativos. La 

tetrdciclina resulta también efectiva. 

Las pasteure las que son pat<!genas para e 1 hombre lo son también para una 

larga serie de animales: y dan lugar a cuadroe septicémicos en e 1 hospedero 

(48). 



El hombre siempre es un hospedero securrlario pero que no deja de ser 

impvrtdul~. l)lt:imam~nte lo-J casos de enfenneda.d humana prcducidos por f.:. 

!!ll!.l tocida han aumentado. La tMyoria de las infecciones a.doptdn ~o de los 

tres aspectos clínicos siguientes: infección local de los tejidos bldfldos. 

incluso osteomielitis como consecuencia de una mordedura por un animal 

(frecuentemente la de un ga.tol: infección sistémica como una bacteremia o una 

meningitis. a veces sin que haya. antecedentes de contactos con animales: 

infección del aparato respiratorio como sinusitis y bruquiectdSias C24). 

otras infecciones Nspiratorias y supurat"ivas en el hombre son producido.s p::>r 

f.:..~. 

Adherencia fucteriano.. 

Se ha 1 legddo a considerar que la adherencia bacteriana es el paso inicia.! 

necesario para que se produzca una enfermedad. Uno vez que las bacterias han 

logrddO pasar 1"5 primer<>s barreras de defensa del hospedero deben 

adherirse a las células epitelio.les ~ colonizar y producir dal'5o por 

algün meconismo. como pcdria ser la producción de toxinas o invasión 

intracelular llegando a producir infecciones en diferentes grttd.os hasta. 

ca\.l!lar la enfermeddd. 

EB dBi que se han aooli""'1o diferentes problemas infecci050EI como: La 

gonorrea. producida por Neisseria aonorrhoa.e (77). problemas diai:reicos por 

E!!cherichia coli (11.30.52). por Salmonelld !73). por Vibrio cholareae C2ll. 

estUdios de colonización de la flora normal intestina.! (29): Eacherichia 

g¡!i infectante del tracto urinario (751: problemas de vagira. y lltero 

cduoa.dos por lh 92.!.! (56). adherencia. a cultivo de tejidos principalmente a 
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diversas lineas celulares de fibroblo.stos como Hcla y Hep-2 C:16. 331. Por 

citar a.lgt.~ pobleruas 1nfeccioso-.J mds ab:-rdadca en este campo. 

Se ha oOOervado que en 1.:i adherencfo. bacteriana exi:;;;te especifidad de 

esp:ide C l-9. gvnon-ea. ocw-re s0lo ~n humanos). &:. ~l.i K88 sr'>lo en cerdos 

C1). Aly y colalx:iradores C2J • encontraron que Streptoc~ viridd!J§ se 

adhiere poco o. la. mucoso. nasal humana pero 2..:. ~ se adhiere bastante 

a ella. Arrlerson y cols. '3.4) estudiaron a Streptococcus pneumonia.e y 

obsd1va ... n:•n que tenia una gran adherencie,,, a. células fai-ingeas humanas~ no as! 

ldS cepas provenientes de meningitis y septicemia. De estos fen6mcnos de 

e:-Jpe<:ificidad ¡· del ~st<'ido del portador existen pocos trabajos al 

respecto sobre e.:_ multocida .• Uno de elloo por Bonilla tOJ quien demostró 

que las cep.11s de e.._ mul tocidll cdslad(t...:; de conejo s0n !lk"is adherentes pa.ra 

éste que las que provienen de otros animales y que hay más adherencia de 

E.:. multocida a células del tracto respiratorio superior de conejo 

portador que o. l de no port11dor. 

F\.mddmentos de la Adherencia. Bacteriana. 

I> Fen6merx:a f1sicos.- Se inicio su estudio al observar la ddherencia 

bacteria.na a superficies sólidas inertes. y mas tarde hacierxlo implantes de 

prótesis en animales de la.b:>ratorio. Se observaron dos tipos de interacciones 

entre bocterios y superficies sólidas: 

al Interacciones de rango la.rgo: fuer.:..as mutuas con una función entre la 

distancia y la energ1a libre. 

b! Interacciones de rango corto: iinportantes cuan:lo las superficies estd.n 

cercd y toman contacto fisico~ formando enlaces químicos. hidrof6bicos y 

dipolares (231 . 
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Jyh-Ping Hsu (39) en su modelo estadistico, siendo puramente teórico, 

establece también la situocjón de que la adherencia se lleva a ca.be) en dos 

pasos: el primero es reversible. porque el vinculo de la bacteria con la 

superficie es débil. El segun:lo poso ya es una. unión intima y es 

irreversible. Ld vario.nzo en los dos pasos va a.umentan:lo con el tiempo hasta 

llegar a determinado nivel y luego disminuye. todo en cuestión de unas horas. 

E.ato ocurre en la suJX)Sici6n de que el nUmero de sitios de contacto en el 

BWtrato es mucho mayor que los sitios activos de ldS 00.cterias. 

Entre las interacciones que puede haber: en el primer paso de la adherencia 

esta sin duda el efecto de la gravedad. que se muestra. como un factor 

determinante inicial. anterior a la adherencia en si. La acomodación 

ba.cterialld a las superficies esta asi determilldda por la gravedad. uniéndose 

por fuerzas débiles de Vander Waals (80). También se han mencionado las 

con:l!ciones hidrodin6micas a BU¡>erficies sólidas CfenOmenos de C<!pii"1"idad, 

difusión. adhesividad) (23.Bll. 

Se probó el efecto del cambio de pH in vivo e in vitro en boca y traquea 

humanas con fseudomonas aeruqinosa. aumentan:io la adherencia a pH alca.lino. 

lo que parece indic"1" que Id Ca?Vd superficial es un factor importante que 

modula Ja adherencia (57). fu el caso de Pasteure!la. como en otras bactedas 

del tracto respiratorio. el pH Optimo para la adherencia es de 7.4 (33). 

Asi que el primer pdSO para la <ldherencia ee rellel"l!lible e influido por la 

hidrofobicidad de la superficie celular y su potencial electrostdtico. 

La hidrofobicidad aUJDenta en la fase exponencial del crecimiento bacteriano. 

al llegar a la fase estacionaria dismirruye y permanece constante por uno 

"emana CBOl • Se trata de uno reacción qulmica entre dos o m6s p"1"t1 cu las en 

fase acuosa. con eliminación del agua "50Ciadd a ellas, gl>IlMdo energia 
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libre. F.n las que intervienen factores como: tensión superficial baja, 

solubilidad en compuestos organicos y fuerza.., atractivas de Varder Waals. 

La superficie bacteriana hidrófoba promueve su asociación con di fe1"entt::s 

células animales. y se o.umento. por glicocálix. fimbrias entre otros 

fact.ores (57) . 

F.n estas reacciones influyen la hid.rofobicidad y el potencial eléctrico. si 

la primera. dismínuye. el segurdo aumenta. Las cart1.cter1.sticas de la 

superficie celular que determinan la adhesión estan influidas por las 

condiciones del crecimiento: en alta tasa de crecimiento las bacterias se 

vuelven má..• hidrofobas y se adhieren m6s (80). Por el lo se ha determinado 

siempre la faae exponencial como la ideal de las Mcteri(l.!S para hacer pruebas 

de adherencia.. Awlque también influye el tipo de medio de cultivo que se 

emplee C23l . 

La Cdl"ga negativa de la bacteria esta en relación con BU hidrofobici<Wl, y 

en bacterias patógeMS esto en relación con la cdpsula (polisac6rido 

acidificado) (23). La hidrofobicidad es el paso preliminar para la adherencia 

y .puede ser factor patog'érdco. favorece el acerca.miento al epitelio para que 

haya una adherencia especifica irreversible (82). 

IIl fil. e.iJJ..- Se ha probado el valor del pi!i para la adherencia de 

Ps9udomonas aerugirpsa a células d4l'ladds de boca (83) y a cclulas dalladas de 

trAc¡Uea ru-n.m (62). y se ve que es importante el pili para las cepas no 

mucoides solamente. Eh el ccWO de cerdos se ha visto que Escherichia º9.li K-

99 tiene un pili especifico para el tejido intestinal y es un proceso 

3"turable a 30 o 40 bacterios por célula C41l . En otro estudio se ruscaron 

factores de adhesión de g... !<2ll mediante hemaglutinación de sus pi li. y se 

encantrn relación directa entre este fector de colonización y BU 
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enterotoxicidad (70). Otras b:icterias diferentes como Ha.emoohi lus influenzae 

presentan también pi li. y se prueb3. que las cepas que no tienen· pi 1 i no 

se adhieren (34). 

Cierto tipo de ~ coli posee el pili adecuado que reconoce el t"eceptor 

celular del epitelio del tracto urinario humano (un esfirYJoUpido). Este pili 

esta regido genéticamente. segUn la cepa. p.ies otros no reconocen este t-.ipo 

de receptor (491 . 

F.n otros traba.jos ya se reportan va.cunas contra los componenttis de la 

superficie Mcteriana. ¡:-dncipa.lmente el .pilL como algunas vacunas dntiK88. 

anti987. ontitipo r (de pielonefritisl. y antiK99. que son contra diferentes 

tipos de g,. !12ll. la mayoria de ellos productoree de diarreas en el ganado. 

otros 

hombre 

(5). 

irununó;renos son el anti-pi U de Ebrdetel la oertussis que afecta al 

y que se basan en preparadoo quimicos de los pili especlficoe 

IIII jé ~.-La capsula de i:;,,_ !;!2!i coloniZd el intestino delgado y 

aumenta su virulencia. Pero las cepas no capsuladas se o.dhieren mejor, Si 

pierden el pili se adhieren muy poco con ~paula o sin ella. El aumento do la 

patogenicidad es por otro ...,caniamo diferente de la adherencia (691. 

fu un trabajo hechO con Haemo!!hilus influenzae y células faríngeas hUmanas 

se pnoella que las cepas no cepeuladas se adhieren mucho mejor que las 

cepeul4<14s. y eold!Dente el serotipo B se adhiere bien a pesar de la Cápsula 

(58). En un estudio reciente se estUdiaron cepas de !:L. influenzae tipo B 

capeuladas y no cepsulGC!as, observ.m:loee que no difieren significativamente 

en IJ?"<ldo de adherencia (50) . 

IVI ~Bacterianas.- Las adhesinas son moléculas bacterianas. y loa 

receptores las ooléculas celulares del hoepedero. 
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Se ha observado en la interacción entre células de mamiferos y bacterias 

gram negatiVdB intervienen al menos tres tipos diferentes de lectinclS de 

los OO.cler1as involucradas en la sensibilidad adhesiva a la.s marlOSdS: u.n 

grupo de lect1nas asociados al flagelo de~ coli y Serra.tia. otra al pili Y 

un tercero a la membrana externa de la bacterid {84). 

Los experimentos de Beuth y cola. (6) mostraron que la adhesión de 

fil:rc-2.~ pneumoniae a pulmón y rif'16n humanos esta. mediada por una 

lcctina ba.cteriana: N-acetil-D-glucosamina o N-a.cetil-D-qalactosa.. y la de 

PseudomonillJ aenginosa a estos dos tejidos humanos fue el ácido N

aceti lneuroaminico, porque la adherencia ba.cteriana se inhibia completamente 

cuarx:lo enm af'f&iidas estas ddhesinas a las mezclas de células-bacterias. 

En un trab'iJo muy reciente. cepas de ~ ~ol i con pi li I fueron tratadas con 

saliva. y aumentó la adherencia a epitelio b.lcal: se encontró que las 

moléculas salivales res¡x>nsables de éste fenómeno eran unas proteinas de 

62.000 daltones. que sirven de receptores a la fimbria I y que son bloqueados 

con flbronectlnas (35). 

Eh otro estudio, F\.tsgbacterium necroChorum se adhiere a células de rumen 

bovino. y se estableció un paralelismo entre la adherencia de este 

microorganlBl!IO y su habilidad de he""glutinar eritrocitos. Se afladió 

hemaglutinina " las células de rumen y la bacterid ya no se pudo adherir 

(46). 

Trabajos hechos con Bordetella oertuasls determinaron que para que la 

Metería se adhiera al epitelio respiratorio ciliar se requiere de la toxina 

pertUBSis y de la hemaglutinina fl lamentosa de¡ gérmen (79) . otros 

experimentos demuestran que bacterias cano St.reptococcus pneumo~. 

Haemophi!us inCIU!!llZQ!! y staOOVlococcus aureus tratadas con estas doe 
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adhes1nas de Borde te lla adquieren la haJ;>il idad de adherirse a los ci l 1vs 

respiratorios. tanto in vivo como in vitro. e;..."Plicanc:lo as1 las: 

!=iuperinfecciones quo:: pueden aparecer durante la tosfer ina (79) . 

Vl Gl icocdl ix.- De acuerdo a Cvsterton C19l. el glicocá.1 i:< se define- como 

todas aquellas estructuras bacterianas que contienen polisacáridos y que se 

encuentran por fuera de los elementos que constituyen a la membrana. externa 

de la pored celular de las bacterias gram negativas. 

La mayor la de los gl icocdl ices son producidos a nivel de la membrana 

citopldsm.ica. con la i:~ticipación de precursores activados Ce.zücar

nucle<lticlol y 11pidos acarreadores Cpoliisoprenol l en forma semejante a la 

síntesis del lipopolisacdriclo de las bacterias gram negativas C19J . 

La presencia de ca.tiones divalentes parece jugar un popel crucial en la 

interdcciOn de las capsulas con la pared celular. sin eulru.rgo. el tipo de 

unión entre el glicocálix y la superficie celular no es siempre conocido. Eh 

algunas bacterias gram negativas parece haber foo;fol!pidos o prote !nas 

membranales que fijan la cbpsula a la membrana externa de la pared (19). 

Una de las funciones IMs importantes del glicocálix es la de mediar la 

adherencia de las bacterias a los diferentes SUlrtratoe presentes en sus 

medios ambientes naturales. EBto influye eobre la adherencia que muestran 

muchas de las bacterias que forman parte de la tlora normal del hOllllre y loe 

animles. Las células de los animales tembién poeeen un glicoc41ix propio. 

Las estructuras de los glicocblices bacterianos, que en su gron moyor!a 

poseen cargas negativas, pueden fer.ar enlaces fónicos con loe polisacaridos 

de los glicocblices de las células animales por medio de cationes dlvalentes 

presentes en loe tejidos U9J. 
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El glicc1c.:1lix es a.ltamente hidrofilicu lo cu.al facilita la unión entre la 

bacteria. y J,3 superficie de la <.:élula blanco. Una bacteria prc.ctuc:t·.:i!·ú ele 

pili o fimbria puede poseer ademas glicocdlix lo cua.l aumentará. la capac.ided 

de adherencia de ésta. a la célula blanco. 

Grdll nümero de b4cterias oportunistas poseen glicocdlix que además de 

facilitar su adherencia a. las células o superficie mucosa del hospedero las 

protege ci:.ntra loo sistemas inespecificos de defensa. estas bacterias 

prcdUC"~n infecciones erdógenas en organismos inmW)OSUprimidos (19). 

VI> Alteración ~ daf"ío ~ ~ suoerfi_ill Q!!.lUlar.- A veces las células se 

tuteen susceptibles o.l ser infectadas por virus. o cuando sufren dlgun da.f'k:I. 

parece que nuevos receptores aparecen aumentao:io la adherencid. (23). 

(\larrlo un J)dciente tiene virus de la Influenza A aumenta. la. adherencia de 

st;aphylococe\1ª. de streptococcus pneumoniae tipo I y HaelDOohi lus influenza.e 

al epitelio respiratorio hUllldllO (28). El sarampión disminuye la adherencia 

de statXwlococcus, Streotococcus y ?neumococcus. Los adenovirus no tienen 

efecto, y los rhinovirus aumentan la adherencia de streptococcu.s y 

St<!phylococc:us (7ll. 

Eh una serie de experimentos se inuestra cómo el neumococo nunca. se adhirió 

a. células sanas. y en cambio o céluldB intectacl4.s con virus de la Influenza 

la ~ión aumentó significativ<llDBnte al sexto dla (60). 

l'!e!""-gmq aenni!!OB!I se adhiere Bólo a trdqueas infectadas con virus, 

que se desc<1111<1J1. y no a células non>ales la cual es ll<l!DadA adherencia 

opc:rtunlsta (62) . Eh pacientes infectndos con baciloo gram negativos en 

tra.cto respiratorio aumento· significativamente la adherencid de ea_ aeooinosa 

y [,. ll!!!!~· El tracto respiratorio tiene receptores par<1 bacilos gram 

""'llltíll'OB, los factores llBOCiados a un serio d4l'IO parecen a._ntar la 

17 



disponibilidad ·de estos sitios de unión facilitando la colonización por 

bacterias gra.m negativas (441. Se pienso que los factores d~ estrés ·cfalta de 

agua y alimento) pri:ivocaron que la flora normal del intestino de ratones :se 

desprerdiera de lcx; receptores intestinales. dej6.rrloselos libres a SalmoM!..l!!. 

quien los ocup!> provocan:io que ratones portadores sanos enfermoran de dian-ea 

(76). 

VIIJ .- J\dhcsinas l!: l!!!!!J.= .- Estudios de las adhesinos y receptores 

"3Spec1ficos han abierto nuevos aspectos en la terapéutica para la prevención 

de infecciones. por medio del estud.io de la inhibición de la adherencia. 

Se ha visto que aislan:lo y obtenierdo pili purificados af\adidos a los 

epitelios. pueden bloqueor loe sitios de union de las células. impidiendo la 

posterior union de las bacterias a las células. De hecho se ha logrado 

inhibir la adherencia alladierxlo a las células del hospedero los dl'llllogos de 

las adhesinas. como inhibidores competitivoe (5). 5treptococcus pneumoniae 

posee lectinas como adhesinas y se pudo inhibirlas alladiendo al tejido de 

pul1!16n un dl'llllogo: N-acetil-D-qlucosamina C6l. También ae ha probado que 

pi lis p..u-ificadoo bloquean la adherencia de f.. aen.ginoea a células 

epiteliales de la trAquea humana (62). 

l\dherencia de PasteUl'!!l la ~· 

Con respecto a 1 campo de la adherencia este microorganiBIDO se ha estudiado 

poco y B6lo se encentro un trdbajo con f. multocida provenientes de 

enfermedades de conejos. Glorioso y cols. (33) que trabajaron con células 

toringeas de conejo. tanto in vivo como in vitro • y con células Hala: 

establecieron que hay una adherencia diez veces mayor con la ~la tipo A 

que con los tipos B. D y E. La adherencia del tipo A a..-ento despu6s de 
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extraer el 6.cido hialurónico capsular. La adhesividad se debe a un pil i que 

es inhibido a.l ttrradirle N-ilcet.il-glucosamina. Este autor tambien tra.OOjó con 

células VER) obtenien:lo un promedio de 75 ± 36 ha.et/célula; a diferencia de 

las célulos Hela que tuvieron 143 ± 59 bo.ct/célula por lo que proprJne a estn 

linea como meJor modelo in vitro. 

Loe dembs trabajos se han hecho en cerdos citdfdo a continuación los 

siguientes: Frymus y cols. (31 > demuestran que hay una pobre adherencia de E: 

multocidA tipo O a células nasales porcinas (promedio 0.07 .:t 0.03}. Jaques 

(42l dem=tro que hay llldyor adherencia del tipo A que del tipo D en células 

b-dqueales porcinas. y también 45 % mas adherencia de las cepas provenientes 

de rinitis atrófica que las cepas que provenian de animales sanos. También 

ob3e1vó que la adherencia decrec1d con la ed.ad del animal. aierrlo la mitad en 

adultos que en lechones recién nacidos. por ser l1nd infección a.socidda a la. 

falta de respuesta inmune. 

Posteriormente este autor hizo estudios comparativos de la adherencia. de 

Bordetell~ f!::.qnchiseptica y f.:. multocida a células epiteliales traquea.les 

y naso.les de cerdo: encontrando que !! ~ l)!"()!lchiseptica se adhiere bien a las 

células del tracto respiratorio superior. fu contraste al romero de 

oryanismo:3 de ~ multocida. loo cuales fueron adheridos de 4 a. 6 veces menos 

que el rüoero de organismoe adherentes de ~ bynchisepticg. Fata diferencia 

fUe estadisticamente significativa ( p < 0.0001 ) . l\mboe microorganiemoe se 

adhieren en mayor rnlmero a las células nasales que a ct!Jlul"" traqueales (p < 

O. 0051 • Fste autor concluye que ª=.._ bynchjseptica posee una gran capacidad 

de adhesión con respecto a e.=-. multocida a. células del tracto respiratorio 

superior porcino (43). 
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!.os estudios hechos por llakai y cols. (53) también fueron comporativoe 

entre· ~ !fil.llto:ida. y g_._ bron<:hiseptico en la. rinitis atr6fic.:l. usarrlo 

células epitelio.les de cerdo y aunque la media de la adherencia fue 

aprrJximad&nente la misma para amb:is bacterias. existe menos fl.finidad p::::ir 

parte de E.:. multocida. pues mientras esta sólo se adhiere. 1h bronchiseptictl 

adem6s coloniza, se multiplica y degenera células. El dallo se debió a la 

producción de la tóxina dermonecr6tica (ONT) que ~ bronchiseptica pro:luc1~ 

en gran cantidad. y E.:_ multocida muy poca o nula. por lo tanto ésta Ultima 

oo pareció inducir la rbitis atrófica. -

Pijoan y cols, (59) en un estudio hecho con f.,, mu! tocid!! aislada de UM 

rinitis atrófica. porcina: mencionan que especies de 1h l:Jronchiseptica y lh 

rertll!3is tienen bien definidas sus odhesinas. Ui principal adhesina de 12..:.. 

bronchiseptica es la hemaglutinina de eritrocitos OOVino. En amb1s eopecies 

Ja presencia de fimm-ia no es .tan importante para su adhesión. En contraste 

a cepas de E,, ~ que producen rinitis atrófica colonizan pobremente 

Ja 111Ucosa nasal del cerdo. Ellos hicieron pruebas in vitre 

superficies mucasas de cerdos recién nacidos con dos cepas toxigénicas de E,, 

~ C serotipo O fimbria + y serotipo A fimbria - J las cuales fueron 

vistos adherentes por Microeoopia Electrónica de Barrido. 

La iooculaciOn intranasat tanto de recién nacidos como de seis ""'""""" de 

edad. diO como resultado la colonización, La <KlhesiOn fue •Jor logrnd.a por 

las cepas toxigénicas. lo cual es in:lependiente ele la posesión ele fimlria. 

h"""'91Utinina O serotipo c6peular. La colonización ele tr6.quea y pulmón fue 

solo ol:eerv"'1a con cepas de serotipo A. Los resultados muestran que ~ 

multocida toxigénica puede coloniz.ar el tracto respiratorio ouperior~ 

especial..,nte las tonsilas de cerdos. 
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Eh otro estudio Chung y cola. (22) utilizando fragmentos de células 

epiteliales na.sales ije cerdrJ 1:on Y.:_ bronchioeptica y P.:. multocida tipo O 

encontraron que lü. prime1·a mostrab3. W'\a marcadd adherencia a c~lulas 

epitel ialee nasa.lea de cerdo. mientrdS que en E..i.. multocida no habla 

adherencia y que el nllmero de bacterias adherentes por célula se incrementaba 

a los o. 15. 30. y 60 min; sin embargo. el m!lmero de bacterias adherentes 

decrece d~spués de 3 a 6 horas de incubación debido a. la pérdida de cilios de 

las céluJ . ..JS. También encontró que ~ bronchiseptica aglutina ~ritrocitos de 

terriero debido a una hemaglutinina contenida en su superficie y que si a IL.. 

hron~his~sg se le hdc1a. un pretratamiento de 1 ag/ml 6 2 l:D]/ml de 

trips1na. significativamente inhibia. su adherencia, sin emlxil"'gO no inhib1a su 

c-npar:idad de aglutinar er-itrocitos de ternero. De estos resultados ellos 

concluyen que la hemaglut.inina y otros componentes proteínicos sensibles a. 2 

mq/ml de tripeina existentes en la miperticie de lh broncbiseptica 

virulenta son sugeridos de ser las adhesilldS para la adherencia de ª=., 

~~a. células epiteliales ciliadas nasales de cerdo . 

En base a lo anterior es importante el uso de células de cultivo de 

tejidos puesto que en éstas se trata de mantener las cordiclones naturales 

que In vivo presentan las células. Final..,nte y coincidiendo con ura 

revisión hecho por Nicolet (55) . Para que se presente la patogenicidad de 

l'Mteyrel lo. ~ requiere priW"O de colonización a superficies mucoaaa. 

inv4Blón a tejidos del hospedero. solrevivencia y multiplicación. 

inter!enmcia con las de!ensas del hospedero y dallo. Para estos propóeitoe la 

ll<lcteria pooee estructuras de adherencia. poli54cbridos capeulares. 

"5tructura" de super-fíele tales como protelnas de membrana externas y 

llpopoli911cbridos. adem4s de secretar productos extracelulares !ocluyendo 

exotoxinas .. 
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Debido a que existen pocos traba.jos sobre adherencia bacteriana de E.:.. 

ru!l tocJili'\ y mAs a.ón sobre a.dherenci a a cultivos de tej idro visual izados con 

ayu::la del Microscopio Electrónico de Transmisión: con este traba.jo se trata 

de ab::Jrddl"' la problem6.tica de la enfermedad que es la pasteurelosis en conejo 

y aclarar algunos fa.ctores que están intervinierrlo para que se manifieste 

dicha enfermedad. 

En la medidt.t que cooozcamos mejor los factores determinantes. para que se 

lleve a cabo la adherencia Mcteriana de cualquier enfermedad.. se terdrdn 

mayores opciones de peder canbatir enfenaedades. ya sea por inactivaci6n de 

antigenos conocien:lo sus estn.ictllrGS responsables de la infección. o tanarrlo 

diversas medidds de prevención y control etie«ces. 

Una vez que se realicen mdg trabajos al respecto y ayuddndonos de la 

infraestructura moderna de nuevos y sofisticados aparatos de laboratorio par11 

dio.gnOstico. est....-ie M8 en posibilidades de conocer este patógeno para as1 

poder canllatir dicha ontermedad; para el beneficio de la especie y en general 

de 1 homl:re miBD>. 
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Objetivos: 

Determinar si la linea celular VEBJ puede utilizarse 

como mcxlelo 11IN Vl"l'R'J" para estudios de adherencia 

de Pasteure~ multocida. 

Detenninar si los tipos capsulores A y D de 

Pasteurella multocida presentan diferencias en 

cuanto a ntlmero de bacterias adheridas par célula 

VERO. 

Detenninar por Microscopia Electrónica de Transmisión 

si existe Wlll estructura. externa de adherencia en 

las cepas de f.. ~ tipos capsulares A y D. 

23 



MATERIAL Y Mtrooc6 

Cepas Bacterianas: 

Inicialmente se tral:>él.jó con 14 cepas de Pasteurella multocid.a aisladas de 

conejo, liofilizadas en el cepario del Departamento de Bacteriologia de la 

Fa.cultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia U.N.A.M. Las ampo! !et.as 

1 iofil izad.as con las cepos se colocaron en fenol durante 30 minutos y se 

procedia a romperlas. Con una pipeta Pasteur estéril se le agregó 0.5 mi de 

medio liquido de propagación caldo infusión cerebro corazón CCIC<:l. 

resuspendiendo el contenido de la ampolleta. 

Las porciones del medio liquido con rehidratado se colocaron alternadamente 

en dos tubos con Cia: y ambos se i ncuboron durante 24 " 48 hrs a 37 oC. Eh 

este paso también se tCllllllrOl'I W>O o dos asadas y se seml:ró en cajas de petri 

con ligar Sangre. incubando 24 hrs a '3?oC. 

Trascurrido el timpo de incubación se ollservaron las colonias. para ver si 

habia posibles contaminantes y se aislaron las colonias con características 

de Pasteurel!a ~- Posterior.ente el cultivo aisledo y comprobod4 eu 

pureza en llgar--5angre se ...-tió a las siguientes pruebas bioquímicas: 

11lucosa. lectoea. llllllitol. refinoea. sucrasa. trehal064. SIM. urea. prueba de 

i:atalasa y prueba de oxidasa. Las cepllS determinodas e<:.a l'!!!!teyrella 

IYll2!tll!!! fueron tipificad.as lluscando los tipos capsulares A y D. El tipo A 

se tipificó UBando la hialuronidasa estdfilocóccic" -1iante cepas de 

StattwlocoCcus aureus productoras de ella. segtln attodo descrito por Carter 

(16). El tipo D se tipificó mediante la prueba de acriflavina. descrita por 

Carter C 14) . 
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Las cepas de Pagteure l la mul toe ida que se usaron para las pruem.s de 

adher·encia fueron las qut? tenian tipos capsulares A y O reapectivamente. 

OJltivo de tejidos: 

Se utilizó la linea celular ~ CriMn de mono verde africdJ'lO: 

Cercophitecus aethioos}. procedentes de la clona 120 de células VDtO del 

lübor~torio de Virolog!a de la F.H.V.Z. U.N.A.H. 

Las células se hicieron crecer en medio minimo esencial F.agle (MEM) 

contenierdo 10% de suero fetal bovino con 100 U de penicilina y 100 mcg de 

"'3treptomicina por mi. El medio se preparó con agua tridestilada con 1% de 

L-qlutamina y sin bicarbonato de sodio. El bicarbonato se agregó en cada 

ocasión que se hizo transferencia o "pase". 

Las sales balanceadas de fosfatos (Pre) utilizadas para preparar tripsina y 

antibiótico fueron las siguientes: 

N4Cl (cloruro de sodio! 

KCl (cloruro de potasio) 

e.o grs. 

0.2 grs. 

K Hl'O (fosfato ~ico de potasio) 0.2 grs. 
2 4 

KH PO (fosfato dibi!sico anhldrido 1.17grs. 
2 4 

de potasio) . 

Disuelto en 1000 mi de agua tridestilada a ¡i! 7.2 - 7.4 
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La tripsioo utilizada. como agente dispersor celular fue al 0.3 % del modo 

siguiente: 

Tr-ipaina 1.5 grs 

1:1lTA (Acido etilen diaminotetrAcetico) 0.25 grs. 

Disuelto en 500 mi de PBS y se filtró con una membrana millipore de 0.45 

micras. Alma.cenan:io ésta en corgelaci6n a -20 oC. 

El antibiótico util iz.a.do fue una mezcla de penicilina y estreptomicina en 

una solución. En 100 ml de :3olución (PBSl se disolvieron una megaunidad de 

penicil !na m4s l gr de estreptomicina. Se fi 1 tr6 con fil tres mi ll ipore de 

0.45 micras y se distrib.lyeron en alicuotas de 1 ml y se almacenó a -20 oC. 

Al agregar 1 mi de esta solución a 100 ml de medio de cultivo. resulta una 

concenll"ación final de 100 U de penicilina y 100 microgramos de 

estreptomicina por mi. 

Prueb!o de &lherencia: 

Se siguió la metodologia de Glorioso y cols. (33) que consiste en que las 

bacterias se hacen crecer rutinari....,nte cocno cultivo estll.tico en caldo 

lnfusi6n cerebro corll2>!>n {Cree¡ a '37oC por 18 hrs. colectadas por 

centrifuqaci6n (4,500 rpml y con la modificación de suspen:!.er en cree en 

lugar. de sales balance<Klas de Jimj(. Se hicieron 3 lavodoe con cree 
centr1fugan!o a 4.~ rpo. 

Las bacterias fueron resuspendidas con el mismo medio de cultivo 

contenierdo 10 " de """ro fetal b:>vino {FCSJ. Mediante el uso de un 

nefelómetro de McFarland. se ajustaron el !lllmero de bacterias a 
9 

apro>d-i.w.nte 1 x 10 bacterias/mi coincidierdo con el tubo nl8er'o 3 de 

dicho IDfotodo. 
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Se utilizó la linea celular VERO para hacer pruebas de adherencia 

Mcteriana. de a.cuerdo al siguiente procedimiento: 

Las cé:lulas se hicieron crecer en MEM contenierdo 10 % de suero fetal 

bovino y 100 U de penicilina y 100 mcg de estreptomiciOa ¡:x::;i~ ml y bicarbona.to 
5 

de sodio. Los monocapas no confluentes Caprox. 3 x 10 célulllS por 

monocapal crecidas sobre cubreobjetos en tub:le 1..eighton durdfltc 72 horllS y a 

Ufl6 temperatura de ~ oe. fueron lavad.as con solución de sales bala.nce4das de 

Hank ccn pH de 7.2 a 7.4. (elaborado por Lal:a. IN VITID, S.A. clave SSH-013) 

El lava,do con solución de Hank se hace -con la finaliciad de evitar cua.lquier 

residuo del antibióticc o productos tóxicos propios del metabolismo celular. 

Una vez realizado ésto se Pl"'Ocedió a incubar las células con 1 ml c1e 
9 

suspensión de bacterias C l X 10 /ml) por 30 minutos a Yl oC. Los bacterias 

ro adherentes fueron extraídas de la monocapa ccn 3 enjuagues de 2 ml cada 

uro de sales balanceadas de Konk. Seguidamente se fijaron l"" monocapas ccn 

metanol absoluto por un minuto. Posterionnente lllS mol"IOC4pa!!I se ti!leron ccn 

colorante de GID4SA. Se estil!l6 la media y desviación ~ del n:-ro de 

bacterias adheridas por célula, de un t.....llo de 111.leStra de 150 célulllS en 

total por cepa eeleccionodds aleatori...,.,nte. Los resultados obtenidos 

fueron analizadoo con el siguiente mocle lo estlldistico. 

donde 

Y • u + T + L + !U.l + e 
i.lk i j ij ijk 

y -~ de b!lcteri"" adheridall 
iJl< 

(observación en el i-6simo tipo 

c4psular en la j-ésim medición) . 

u • efecto medio 

T • efecto del i-.!simo tipo cépsular. 
i 
i • Tipo cépsular A y D. 



L - efecto de la j-ésima medición 

CTI.l .. efecto de interacción. 
ij 

e • er.ror aleatorio N!D. 
ijk 

Se realizó un ancilisis de varianz..1 y la comparación de medias de los 

trata.mientos se hizo con la. prueba de l\J.key. El an41iais de la imfonnación se 

realiz6 con el procedimiento de modelos libres general!Zddos Cglml del 

paquete estadlstico SAS. 

Microscopia Electrónica de Transmisión: 

En botellas Fdlcon se hicieron crecer células de ld a.- celul...r \IEllO con 

medio de crecimiento que esta compuesto de 5 a 10% de suero fetal bovino. 

medio m!nimo esencidl Eagle CMEMJ preparddo con dntibiótico. L -qlutdmira y 

con bicarbonato de sodio. 

Lo. botelld de pldstico Fdlcon se dejó incubar a '370C durante 72 hrs. El 

deSdrrOllo y condiciones del cultivo se ollservdron utili=ndo un microscopio 

invertido. El cultivo celul...r de 72 hrs se ldv6 con Mies bdl~ de Hark 

a pH 7 .2 y se inoculó con 1 ml de bdcteriaa. en el que el nlllero de bdcteries 
9 

fue aproximadamente 1 x 10 bdcteriaa/ml. segün el netel~tro de 

McFo.rlard. "" dej6 incubar por 30 minutos. Posterior.ente ee hicieron 3 

lavl>doe de 2 mi Cdd4 uno con Sdles bdlanceodes Hari< y se fijO el cultivo 

celul...r en glutdrdldehldo dl 3% durdnte un perlado de 2 horas a una 

temperaturd de 4oC. Poeterioniente se hicieron 3 ldvddos de 20 minutos cad<I 

uno con solución lavadora (solución de fosfatos mc1s saco.rosa): se postfijó en 

tetróxido de osmio al 1 % por wia hord a 4oC. repitiéndose la operación de 

lavodo como en el pdBO anterior. 
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La deshidratación se llev6 a calx> con etanol P.:n solución acuosa a 

diferentes C•Jncentraci•:ir.es C50%. 60't. 70%. 80%. 90% y abs~·luto) . (X>r ti~mpos 

de 5 minutos cadd •JflO y 2 ~1~1octos de 15 minutos en dbsolut•;,. Po.ra la 

infiltración se utilizó mezcla final de Er~n 812 preparado de dCUel"dO a una 

modificación a la t~cnica de Luft (1961) y alcohol absoluto en una proporción 

de 1 : 2 respectiVLmente por 30 minutos. Posteriormente en una proporción 

1 : 1 (resina-alcohol) por una hora y fina.lmente en W1a. proporción 2 : 1 

(resina-alcohol) ctw·411te tOOa. la noch13 y tapada. 

La inclusión se realiz6 retirarrlo el tapón de la bote tlo y se dejó 

volatilizar ~::l solvente p ..... ~~ 2 horos a tempera.tura e.mbiente. Se incluyó el 

cultivo en lUld mezcla final de Epon 812. teniendo cuidado que el medio de 

inclll!Jión i.:ttbriera perfectament-:" la superficie del cultivo sin rebasar una 

dlturd maxima de 2 mm. Se poi imerlzó dw·4nte un periodo de 24 hor"9 " 60 oc. 

después lll botellll se cortó con uno. seguet<1 obtenién:lose pequel'los bloques de 

<1proxlmadamente 1 cm de <1ncho por 1 cm de largo y 4 mm de espesor. cabe 

mencionar que al momento de hacer el corte se despren:lia. la resina del 

pl6stico de Id botella junto con ldS células del cultivo. 

Pllr<I Bdber si se tenla incluido el cultivo se til'!eron los bloques con dZUl 

de toluidina y se seleccionaron ldS ar.,..,, dorde Mb1a bocter!dS. 

1.1nll vez IOCdl izadas las Areds con bo.cterillS y céluldS se cortaron secciones 

~""" de 1.5 • eproxi-nte y se pegaron " bl- pol111111rizodos: 

quedardo la. parte con cultivo celular hacia arriba. De tal manera que se 

hicieron loa cortes ul tr<1t!nos de 60 " 90 ran6metros sin hacer cortes 

9"1liftnos. 
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~terionnent.e se contrastaron los cortes con acetato de uranilo segUn 

Hu:dey {40) dtu.·cmte 15 - 20 minutos y citrato de plomo Reyno:ilds (64) durante 

5 - 10 minutos y se oOOervaron al Microscopio Electrónico de Transmisión M-

109 <:ar! Zeiss. 

Una vez local izadas las bacterias junto a las células ~ se tomaron 

micrograflas en varios aumentos. 

Tinción Negativa: 

Los bacterias fueron crecidas en cree durante 18 horas " ~oC. Se hicieron 

dos lavados con el mismo medio centrifugarrl.o a 4.500 rpm. en la Ultimd 

centrifugación se resusperdi6 el sedimento en una gota de solución de Hank. 

con el auxilio de una micropipetd o capilar se colocó una gota de la muestra 

en una rejilla de cobre cubiertd de carbón y pellcula de formvar de 200 

mallas, dejando la muestra por dos minutos. Posterionnente con un papel 

filtro ee secó la rejilla donde ~ le agregó una gota de 6.c!do foafotllngst:ico 

o.! 1% dejando lo. tinción durante dos minutos. Finalmente se secó la rejilla 

con pepel filtro y se observó en el Microecopio Electrónico de Transmisión M 

- 109 <:ar! Zeiss, de la Unidad de Investigo.ción en Salud Infantil del 

Instituto Nacional de Ped!atr!a. Toda la metodolog!a exper!..,ntdl se resume 

en e 1 diagrama l. 
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De las ~epdS ,:-1·iginalm~nt~ reconstituidas que se ut.ilizaro11. ::;e 

encontraron tlnica.mente dos cepas adherentes para la linea celular VERO las 

cuales corresp:io.lieron d los nUm.eros de cepctrio 1252 y 1289 tipos capsulares 

A y D re!Jpectivamente provenient~s de conejo con neumon1a. {D.Jadro.l) Los 

liofili7.ados restantes 110:1 fue11)n viables o estuvieron contMina.dos. 

L:m resulta.dos mui~stnm que hubJ poca adherencia de las dos cepas. puesto 

que n1rguna cepa llegó a ld so.turaci6n de ld superficie celular, lo cual 

suqiere que este mod.elo es poco factible para hacer pruebas de adherencia de 

Pasteurepa multocida. 

El promed.io y desviación est&"rldr obtenidos para el tipo capsular i\ fue de 

19 :!: 6 00.cterias ddheridas por célula. Para el tipo capsular O fUe de 22 :!: 

14 bacterias adheridas por célula (Cuadro. 2). El ané.lisis de varianza mostró 

que hay mayor adherencia de E,_ multocida tipo C<lpsular O que la adherencia 

del tipo capsular A. (p < 0.05). 

Eh la gra f ica 1 se ob3erva que el promedio se encuentra en e 1 rango de 

mayor adherencia para el tipo capsular A. 

En la grafica 2 se observan dos rangos dorde predomina la adherencia pera 

el tipo capsular D. En ésta grllfica también se aprecia el promedio dentro del 

r411g0 de 11<1yor adherencia. 

Las o!Bervaciones de la adherencia de loe doe tipos capsulares se llevó a 

caix:. con GIEXSA en las que se puede aprecio.i .. en algunas la. c~psula y su 

coloracion bipolar CFlgs. 1. 2. 3 y 4). Los aumentos utilizados con el 

microecopio 6pt!co fueron de 40X y 100X. 
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CUADRO 1.. ~C~i\Eft~r!r ¡J1"6f\lllMª UTILIZADAS EH LAS PRUEBAS DE 

Dl!dl!Jilll: DE H&~~l>liHCIA ~il8E~~ E~¡Alljlo8ikE~~l=AL 

.1.252 C:OHEJO A 
coH ~ur;grJ;º'ºª 

.1.209 C:OHEJO D 

AH~;!it!ih!i!~ 
'i e!!i ºººººu ~ 



UEJIO 158 A 19 +I'- e• 

UERO 158 D zz +I'- 14
8 
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flG. 1. Adhere:-icla de P. mulloclda ttpo c.1c!>ular A a células VERO. 
Tinc1ón ccn GIEMSA, se observalacolorac16n bipolar y en algunas 
su caosula. 1oox. 

FIG. 2 .. l\dherencaa ce P. r.ultoclda tloo capsular A a c1Hulas VERO. 
Tincl6n con GJEMSA. ;;e cueden ooservar las bacterias unidas oor 
:oar~Jas. ioox. 



FlG. 4. Adherencia de P. r:ultccida tioo r:aosu):i..- O"" i:6l 11 \"s 'JERO. 
Ttnclón con GIEMSA, se observa ló "'";.anotan óioOlar de 
la bacteria. 100X. 



otras observaciones que se realizaron fueron que tanto el medio de 

crecimiento de la linea celular. la fa.se de crer:imiento y con:liciones de los 

cultivos. no tuvieron alglln efecto en la adherencia de ~ multocida.. 

Puesto que e11 promedio a.l momento de contar las bacterias adherida..9 no habia 

diferencias relevantes. es decir. que tenian lU1 patrón de adherencia similar 

en cada fase de crecimiento celular. 

Microscopia Electrónica de Transmisión . 

.Al real iz.ar la técnica de Microscopia Electrónica en E:pon se hicieron 

cortes ul trafinos en las que se observaron filamentos o proyecciones sobre la 

superficie de las .bacterias en el tipo capsular A. los cuales se tra.ta de 

fJmbriM de 5-6 nanómetros de didmetro que al momento de obs:P.1varlos 

se encontraron cortadas: darrlo W1d apariencia de "rasurado". Sin embdrgo si 

se aprecia la relación que ¡::uiiera tener con su adherencia. por la. posición 

hori~ntal que tiene la bacteria con respecto a la cólula VEro y que es 

determinadá por el efecto de la gravedlld como primer paso de la 

adherencia. lo que da como resultado captar mayor cantidad de receptores de 

la linea celular CFigs. 5. 6 y 7). 

Tinci6n Negativa. 

Eh cuanto a la técnica por tinci6n negativa. en la que no nos ..-tra mucho 

sabre su estn1ctura: se observan fimbrios parecidas a las obtenidas por la 

técnica anterior. a diferencia que en esta se olEervan las tillbrias alrededor 

de toda la superficie bacteriana. el largo de las fimbrias no fue posible 

medirlo; puesto que la técnica limita mucho en cuanto a contraste del fardo 

donde se encuentrd CF!g. Bl . Estas observaciones se hicieron en el tipo 

cap:rular D. 
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r(G .. S.Mr;•·1•110•1tt .. ¡p '•On1cd de lransm1sl6n de~~ tipo 

d[l\1 .. ;,p A" lned relular VERO. Se observa la adherencia de 
la '•aner1d v d.qunas proyecciones parecidas a ftmbrlas, tam-
hf .. ,, .... nt> ....... van [lrolongaclones c1top1asmicas de la ltnea 
'"' ; ... 111h .. , 1r-;p <ti \•J~tr-ato. 74,000 X, 



FIG. 6. M1crografla pJec1r(ln11.n: ''"<lnsm1.,1ón .:Jl' i:>· ~uff:<!..f:.U!.~ llPO 

A a células VERO. "P obu•rvd Id apar 1ent Id 1P ' rdc.urddo 

~Id\ proyE>rc1ones uaretlda!> d •1111t>t11H, 1"1.900 x. 



FIG. 7 .. Hlcrograf1a electrOnlca de TransmistOn de~ multoclda tipo 
capsular A. Se observan hs proyecciones parecidas a fimbri
as salir de la superficie de la célula bacteriana. 111 ,000 x. 



FIG. 8. Mtcrografta electrónica de f.:_ multocida tipo capsular D 

tenida con Ac. fosfotOngstlco (TtnctOn negativa). Las -
flechas indican las proyecciones parecidas a fimbrias -
sobre la superficie celular de la bacteria. 175,000 X. 



DISCUSIÓN 

Ld adherencja de bacterias ct superficies de tejidos tienen recientemente 

una gran importancia. como evento inicial en la. pa.togénesis de infecciones 

bactendfldS 15·7¡. 

En este campo. los estu:lios IN VTIOO han demostrado ser una al terno.ti va 

mAs pat"a estudiar una enfermedad. efectos de varias corrliciones de incubación 

o d~ varias sustancias. fA.rmacos entre otras cosas. Fs a.sl que uno de los 

objetivos preliminares ,]. ld realización de esta investigación. fue el 

utilizar un métcd•.J alteroo a ldS investigaciones IN VIVO. que nos pudiera 

contestar algunos duda!J sobre los factories que intervienen para que se lleve 

a caOO una infección o ~nfermedad. 

Con las técnicas de cultivo celular se trata de mantener las con:liciones y 

microo..mbientes que presentan las células naturalmente. para asi peder evaluar 

en la mOOidn. que nos sea posible la interacción de la bacteria patógena con 

ld c~luld hospederd. 

Los resultados obtenidos ccn el uso del cultivo celuldr VEllO muestran que 

probablem.antc ni:> sea un módelo ideal IN VI1B) para pruebas de adherencia de 

Pasteurella multocida. sin embargo otros autores como Glorioso y cols. (33). 

enccntrdrOn que ¡>dra las cepas de ~ ~ que ellos uti liZdl"On la lined 

celular VER> ocupa el segundo mejor cultivo celular para prueba.e de 

4dherencia de ésta bacteria. Por lo cua. l se sugiere hacer m.!s pruebas de 

odherencia con lU\ llldyor nOmero de cepas adherentes de f.:. mu!tocida. tomarrlo 

en cuenta las caracterlst: icas especiales que pudiera present~r cada ce~ en 

prueba. Puesto que por un lado WlO.S presentan mayor adherencia como "l caso 

del tipo Cdpeuldr D !22 .!: 14! y otros presentan memr ddhorenc!d como el tipo 
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capsular A (19 ± 8): resultados similares a los obtenidos por Bonilla (8) al 

trabajar con células del tracto respiratorio superior de conejos portadores 

de E.:_ multocida indican que esto puede estar relacionado con el tipo de 

c6psula. También otros autores han hecho notar que la capsula tipo A reduce 

su adherencia. quizas por su alta densidad. de cargas que repele mas a la 

bacteria de la célula animal. o la capsula pued.e enmascarar parcialmente la 

adhesina o ambos cosas C45). La. capsula de acido hialurónico (tipo Al no 

parece jugar nirgUn papel r.n la adherencia a la mucosa. pero si aumenta la 

resistencia contra mecanismos de defensa. de 1 hospedero (51) . 

A diferencia de los resultados citados anteriormente. Glorioso y cols. (33) 

encuentran que f... mul tocid.a tipo capsular A se adhiere 10 veces mas que el 

tipo capsular D en cultivo celular Hela (33). 

Una de las explicaciones a estos resultados pudiera ser a la diferencia. de 

cepas utilizadas (diferencias genomicasl. la cantidad de pruebas realizadas. 

asi como el modelo IN vnm y a la técnica misma de prueba de adherencia. Se 

menciona esto en base en que al principio de esta investigación no se 

obtenian resultad.os satisfactorios que nos pudiera demostrar que s1 habla 

adherencia. Es por eso que se hicieron algunas modificaciones o. la técnica. 

present.ada por Glorioso y cols (331. La mas importante fue en no modificar el 

medio de cultivo en el cual E.,, mul toc!da crecia bien y el tratamiento previo 

a la prueM de adherencia se hizo con el mismo medio de crecimiento (caldo 

infusión cerebro corazón) cree. No se utilizaron soluciones de saleo 

balancea.das como Hank ó PBS. ya que al momento de hacer la prueb.:i se 

ol:eervaron algunos efectos de aglutina.ción sobre las bacterias. Uno. posible 

explicación pudiera ser que. como la bacteria se encontraba liofilizada y su 

metabolismo se reduce al mínimo. al momento de reconstituirla tiene que 

34 



adaptarse al medio de crecimiento y empezar a dividirse y si se le cambia a 

otra solución en el que tenga diferente pH. las bacterias tienen ·que vol ver 

a adaptarse lo cual se expresa. en la forma que se presentaron al momento de 

observarlas (23) . 

.Entre los principales factores de adhesividad que presentan las superficies 

bacterianas se encuentran la carga eléctrica negativa. la hidrofobicidad. el 

potencial eléctrico. las corxliciones del crecimiento que en alta taso de 

crecimiento se adhieren mas (80) y finalmente las fimbrias (p~li). la capsula 

y aclhesiras .bacterianas (6.50.62). 

Eh la cepa 1252 del tipo casular A utilizada en este trabajo se observaron 

fimbrias. por lo que se cree que pudiera tener relación con su adherencia a 

la linea celular vmo (Microcopia Electl"!>nica con inclusión en Epon) por lo 

cual se llega a la misma conclusión. que sel\ala Glorioso. de que las cepas 

de E.,;. mul tocida que son adherentes poseen fimbrias y las cepas que no son 

adherentes no las. ~n' lo que sugiere que los fimbrias pudieran ser el 

organelo de adherencia de la bacteria (33,37) . 

EBtas ol:::iis:ervaciones también las encontraron con diferentes bacterias, 

lsaccson (41) en ESeherichia coli K99 para el tejido intestinal .(Xlrcino y 

Guerina C34J con Haemophilus ~;ifluenzae a células de farin;¡e humana. 

Eh la cepo. 1289 tipo capsular. D. se observaron estructuras semejantes a 

fimbrias ·de peQUello diametro de aproximadamente 5 nm. vistos por Microcopia 

ElectrOnica ,de Transmisión y P'r 16 técnica de tinción negativa.. 

Recientemente .Trigo y Pijoan (59) mencionan lo. existencia de estructuras 

parecidas a pi lis en e.,_ multocida tipo D aisladas de cen:!os y concluyen que 

la rinitis atrófica fue asoci.ada con las cepas pil iadas toxigénicas que 

pertenecian principalmente o.l serotipo D. mieritras que lo neumonia es 



producida por cepas no pi liadas. no toxigénicas. el cual son principalmente 

del serotip:-· A. Rebers C63i encontró estructura!i parecidas a pili por 

Microscopia Electrónica de Transmisión de E:.. mul tocida cepa P-1059 tipo 

capsular A do: origen aviar. ~·· menciona que lá expresión de éstas estructuras 

deperrl.en d~ la temperatura. d~ lU1d mane1·a similar a. las reportadas para 

Escherichia col i. 

Pyliotis (61) no encontró pili en~ multocida tipo capsular A de origen 

bovino. 

Ll adherencia de E.:_ multocida a la linea celular VERO se debe a la 

:interacción de las fimbrias con N-acetil glucosamina del receptor de lo 

célul6 hospedera (33.37). 

Cab:- men=ionar que un factor importante es el glicocd.lix de la bacteria. 

o.unque este no fue el objetivo del trabajo. con las técnicas utilizadas no se 

pudo obs~rve.r. ya que hubiera sido interesante el visual izar el gl icoc6.l ix y 

fimbr"ias to: como lo demostró Douglas {27) para Pasteurel la haemol itica 

provenü,,nte de Pastcw·elosi~ en OOvinos. 

E:. mul tocida es una bacteria oportunista por lo tanto posee gl icocdl ix lo 

:ua! jun":~ co:1 lüS fimbriaz facilita su adherencia a las células ademes de 

protegerld contra los sistemas inespccificos de defensa del hospedero (191. 

En las observaciones real izadas por Microocopia Electrónica de Transmisión 

ff-:- encontraro:i. muy pocas bacterias adheridas al cultivo celular vmJ. por 

est: fue d!fi-:H obteW-"·r meJores campos que nos demostr3ran uru:. interacción 

intima do:- ¡e, 00.cter:!.a cor, la célula hC>Spedera. Una explicaciOn d..;- éste 

pudie!-~ se!· que dadas lafi cdt'acterist1cas de ld metodol()d'1a utilizada en la 

Y.:ic:-cscop!i Electr6n:ica. de Transmisión se perdieron las bacteria!:. p.lestr:-• 

com-:,, ::encionn Jyh-Ping H.s-..i {39) en su modele d~ ddherencia bacteriana. que el 
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primer paso es una. interacción reversible, porque el vinculo de la bacteria 

es débil; aunad.o a les reactivos empleados en la técnica permitieron la 

observacion de pocas bact"1!rias adheridas. F.s importante mencionar que 

diversos autores (32.59 .63i que han hecho· Microscopii!i ElectrOnict1 sobre 

Pasteurel la multocida , lo han llevado a cab:> utilizan:lo tinciones negativas 

y contra.stan:io algunos con acido fosfotUrgstico. rojo de rutenio, ferTitina 

entre otros. pero casi no se ha efectuado sobre cultivo de tejidos utilizan:lo 

el proceso normal o de rutina con inclusiOn en resina y contra.':Itando con 

acetato de urani lo y plomo. Je menciona. esto porque es d1fici 1 obtener cortes 

finos dorrle exactamente esté lo bacterio interaccionarrlo con lo!!. célulél 

hospedera. ademas de que generalmente se tienen problemas de que quede bien 

incluido el cultivo celular en la resina. con base en esto se han 

desarrollado técnicas, corta.n:lo el plástico d'3 la botella. el cultivo 

celular y la resina al mismo tiempo (32). En este trabajo se encontró que 

al despren:ler el pl6.stico de la botella. quedaba Urücamente el cultivo 

incluido en la resina y sin ninguno. alteración. 

l.h técnica de tinci6n negativa se hizo precisamente para confinnal'" la 

presencia de las fimbrias en la bacteria. evitando cor. esto la ¡:,,pariencio. dc

"rasurado" que se obtuvo con la técnica anterior-. ~i s1 se cbservaror: las 

fimbrias alrededor de la célula bacteriana. solo que ésta técnica se emple.!> 

parrl el tipo capsular D y para encontrar si en re~lido.d este tipo capsuldl" 

teni..!i U."'l mecanismo de adherencia similar al tipo A. lo qui? dió cOIIi.O resultad·;. 

QU'=' efectivament~ pcdl-10.n ser fimbrfo.s debidr_1 al dió.metrc• :1 pos~ciCn d-:- lo..s 

mismas en ltt célula bacteria.'l<!l, 
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CONCUJSIONES 

1.- Las cepas de Pasteurel la multocida tipos A y D aisladas del 

tracto respiratorio superior del conejo muestran poca 

adherencia a la linea celular VERJ. 

2.- Lo. cepa de E.:_ multocida tipo capsular D tiene mayor 

ad.herencia que el tipo capsular A a la linea celular Vffi\:). 

3. - Las cepas de f.:. mul toe ida tipos A y O tienen estructUr"as 

externas semejantes a fimbrias. vistas por microscopia 

elect.rOnica. 

4.- Las fimbrias observadas de ~mu! tocida tipos A y D podr!an 

ser el mecanismo de adherencia para la linea celular VEl\O. 
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