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ADHERENCIA "IN VITRO" DE DC5 CEPAS DE Pastewrella multocida TIPOS A Y D.

A LINEA CELULAR VERO Rogelio J. Fragoso Soriano. 1992,

Lla adherencia bacteriana a epitelios del hombre y animales es esencial para
la colonizacién y posible patogtnesis de enfermedades. Con la finalidad de
establecer si  la linea celular VERO es un modelo factible para futuras
investigaciones sobre adherencia de Pastewella mpultocida, se realizaron
pruehas con dos cepas de P. multocida tipos capsulares A y D. Otro objetivo
fue utilizar el Microscopio Electrdnico de Transmision para buscar alguna
extructira externa involucrada en la adherencia de ésta bacteria. Sobre culwe
objetos se hicieron cracer cultivos de las células VERO, gque se cubrieron con
una suspension de las cepas de P. multocida de aproximadamente una
concentraciéon de 1 x 10 bacterias/ml, se fijaron y se tifferon con el
colorante de GIEMSA. observandose al microscopio dptico y  contandose el
mimero total de bacterias adheridas en 50 células VERO por cada preparacién.
Cada réplica se hizo en tres ocasiones. Se hizo un andlisis de varianza y se
evaluaron los resultedos log cuales seflalaron que la adherencia de P,
pultocida tipo céapsular D es mayor (22 + 14), que la adherencia de P,
multocida tipo capsular A (19 + 8). (p < 0.05) y que las dos cepas de

Pasteurella gmultocida posesn un mecanismo similar de adhesién por medio de
fimbrias observadas por el Microscopio Electronico de Transmisién. Finalmente
la linea celular VERO mostrd un porcentaje de adherencia muy bajo con P.

multocida tipos capsulares A y D utilizadas en éste trabajo.



ADHERENCIA "IN VITRG" DE DOS CEPAS DE Pasteurella multocida TIFOS A Y D,
A LINEA CELMLAR VERQ.

INTRODUCCION.

El conejo es uno de los animaleé de laboratorio m&s importantes para la
investigacion cientifica. Ha servido como modelo animal experimental en
muchos experimentos de Biogquimica, Fisiologia, Nutricidn, Microbiologia y en
la obtencidn de posibles vacunas para muchas enfermedades. incluyerdo
trabajos de adherencia bacteriana para algunas enfermedades entéricas
(11,25.30). Es también sin lugar a dudas una especie muy solicitada para
co@m humano, de ahi la importancia para preservar su salud dentro de
nuestra sociedad. Como muchos animales de laboratorio, el conejo no escapa a
un sinnurero de enfermedades infecciosas, que pueden en determinadas
condiciones llegar a la mortalidad masiva de la especie.

Dentro de las enfermedades infecciosas que causan mds problemas a la
especie humana ge encuentran las respiratorias sobre tode en las grandes
ciudades como la Ciudad de México, donde los contaminantes atmosféricos en
primer lugar. el polvo, la diseminacion microbiana por aeroscles, los cambics

’ de temperatura, el ruido y la tensidn de la vida diaria contribuyen de una
manera directa e indirecta a la implantacidn y diseminacién de infecciones
respiratorias que pueden, en determinadas condiciones, ser causa de

mortalidad tanto en el homhre como en los animales.



Pasteurella multocida en conejos.

Entre los conejos la enfermedad infecciosa de vias respiratorias mis
importante es la pasteurelosis causada por Pasteurella spp. Esta enfermedad
en el conejo se contagia por contacto directo o indirecto. Los conejos
desarrollan poca inmunidad tras la infeccién. algunos quedan como
portadores sancs y perpettian la enfermedad en la colonia (72). La infeccion
mds comim es un catarro que se puede convertir en una neumonia.
Fundarentalmente es una rinitis y sinusitis paranasal con moco  seroso ©
purulento. Las complicaciones pueden ser: neumonia filrinosa con hepatizacidn
del pulmdn. dificultad respiratoria, adelgazamiento, otitis media,
meningitis, conjuntivitis, abscesos crdnicos y septicemias que pueden
ocasionar la muerte del animal (72.74). Otras bacterias asociadas al

problema son Bordetella bronchiseptica y Staphylogoccus gerus.

Steven y Weishroth (74) mencionan que la pasteurelosis en el conejo es una
enfermedad que se presenta cuando las condiciones de estrés debilitan la
resistencia del animal, y se cita a la gestacién como factor de estrés. Bsto
se ve apoyado por los. trabajos de otros investigadores, como los de Tannok
(76) quién demostrd que el estrés por falta de agua y comida en ratoneé
portadores asintomdticos de Salmonella provocaban el desarrollo de este
microorganismo y la invesién del intestino. Rock (67) indica cudles son los
factores que producen estrés en los conejos que hacen disminuir su
resistencia a las infecciones: 1.- ruido excesivo, 2.- escasez de agua., 3.-
falta de alimento apropiado y 4.- manejo excegivo. Al mismo tiempo se
enuncian los transtornoe frecuentes provocados por estrés: 1.— problemas
gastrointestinales 708, 2.- transtornos respiratorios 29% y 3.- nervicsos



(agresidn y peleas). Los gérmenes mids comunes involucrades en estog casos

son, en orden de importancia: Eimeria perforans, Escherichia coli.

‘Pasteurella spp.. otros coliformes y Pgeudomonas sSpp.
Pasteure]la multocida: Caracteristicas generales.

E! nomlre de Pasteurella multocida fue introducide en homenaje a
Louis Pastewr, por sus observaciones sohre colera aviar, P_és;te_ur_'e_llg
multocida fue aislada por M. Tossaint de una gallina (1879). El nombre actual
de P. multocida fue acufiado por Rosembusch y Merchant (68). Las pasteurellas
pertenecen a la familia III del grupo de bacilos gram negativos anerobios
facultativos, Jjunto con Haemophilus, Actinobacillus, Calimpatobacterium vy
Gardnerella (siemxio las otras familias del grupo I enterobacteriaceas y del
II Vibrionaceae) segqun clasificacidn del manual Bergey mds reciente (47). las
cepag de P. multocida aisladas de animales que han perecido de 19 infeccidn,
al ser tefiidos con el colorante de gqram, se observan como bacilos gram
negativos, ovoides. cortos, capsulados y de pequefio tamafo, midiendo
aproximadanente de 0.3 a 1.0 micras de ancho por 1.0 a 2.5 micras de largo 'y
una bipolaridad cldsica. Aunque la morfologia y caracteristicas pueden
variar. particularmente cuando se aislan de tracto respiratorio superior y
despuém de  subcultives repetidos en medios artificiales; en esas
circunstancias deja de cbservarse la bipolaridad y pusden tomAr forka ds
bacilos alargados, de hasta 5 X 1 micras con pérdida de la capsula (10,17).

Estos microorganismos son immdviles tanto a 22 oc cowo a 37 oC, no tienen
flagelos, ni esporas, anaercbios facultativos y crecen bien en medios
sintéticos emriquecidos con un 5% de sangre o suero.



iag colonias bacterianas crecen en medios solidos como: Agar Infusidn
Cerebto  Corazin. Agar sangre y Agar soya tripticasa. En Agar sangre forma
pequefias colonias no hemoliticas de color gris. Estas son de tamafio mediano.
redomas, brillantes. grisaceas. Se han ohservado variantes coloniales lisas-
iridiscentes. mucosas y rugosas azules (15). Se diferencia de otras especies

(P. haemolitica. P. pneumctropica, P. ureae) por pruebas bioquimicas en las

que el nupero minimo de pruebas para la identificacidn, hasta especie, de
Pasteurella debe incluir las sigujentes: tincion de gram, oxidasa. catalasa,
oxidacidén/fermentacion., motilidad, crecimiento en agar Mac Conkey. hemdlisis
en agar sangre al 3%, indol, weasa. produccidn de Ac. sulfhidrico,
produccién de 4cido a partir de glucosa, sacarosa, manitol. rafinocsa,
trchalosa y arabinusa. Dandose también importancia a caracterdsticas menos
objetivas como morfologla colonial y olor al cultivo. Todas las pruebas
anteriores se realizan sequn las tdécnicas descritas por Cowan y Steel (20).
En este trabajo se reconstituyercn y reidentificaron cepas de P. multocida.
los cocobacilos gram negativos, bipolares,. oxidasa y catalasa positivos,
inmoviles, fermentadores de glucosa y sacarosa sin produccidn de gas, se

consideraron pertenecientes al género Pasteurslla. teniendo en cuenta lo

publicado por Carter (15) y Cowan y Steel (20).



Caracterizacidn Antigeénica.

Se ha detectado la presencia de antigenos capsulares. los que han sido
estudiados por distintes autores. Roberts (65), definic cuatro grupes: I. II,
III, 1V, mediante prueba de proteccién cruzada. En otros estudios, por
hemaglutinacion  indirecta, procedimiento en el cual se absorben los
polisacdridos a gldhules rojos, se ratificd la existencia de cuatro ‘tipo:s de
cdpsula: A,B,C,D. Mds tarde el serogrupo C ue descartd para establecer un
nuevo tipo E {12,13). la clasificacidén de Carter se correspornde con la de
Roberts del siguiente modo: B/I. A/TI, E/III, D/IV.

La septicemia hemorrdgica en ganado es causada por los tipes By E. que
producen una endotoxina que podria estar en las cdpsulas relacionada con los
poligacdridos. El cdlera aviar es producido por el serotipo A. En la neumonia
de diversos animales como el bovino, ovino, cerdo y conejo estan involucrados
los tipos A y D (18.38).

Posteriormente se encontraron dos métodos no sermldgicos y rapidos para la
determinacién de los tipos capsulares A y D. Un método de aglutinacidn rapida
con acriflavina, para diferenciar las tipo D (14). Y otro donde se demuestra
la sensibilidad de las bacterias tipo A a la descapsulacién con hialuronidasa
estafilocdccica (16).

Mends de los antigenos capsulares se han estudiado los antigenos
somdticos de pared celular. Namioka y Murata (54), utilizande un método
de aglutinacién en tubo con bacterias descapsuladas por tratamiento
dcido, observaron 15 tipes antigenices. La aglutinacién de las bacterias tipo
A puede estudiarse tras la descapsulacién con hialurcnidasa testicular
egtafilocdccica. Heddleston y cols. (36) Mediante una técnica de
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inmunodifusidn en gel, para la deteccién del antigeno termoestable de 1la
pared celular. reconocieron 16 difarentes antigencs, sin relacion al tipo
capsular.

los dos métodos para caracterizar antigenos somdticos producen resultados
similares. y se considera que el mayor componente de la especificidad del
antigenc somdtico reside en el lipopolisacarido (9).

Bhasin y lapointe-Shaw (7) por inmunoelectroforesis cruzada. evidenciaron
55 antigenous citoplasmaticos y 19 de envoltura. Al comparar los distintos
x;métodos de extraccion de antigenos capsulares y somdticos, observaron que
cada sistema de extraccidn posela un cierto numero de proteinas diferentes y
ésto  explicaria la falta de coincidencia en los métodos reportados de
tipificacion,

la complejidad antigenica de la bacteria permitiria explicar 1la débil
inmunidad cruzada que se ha observado por inmunizacidn experimental -a raton
(66) .

Normalmente P. multocida existe como comensal en la  bucofaringe de
muchas especies animales detectados como portadores del microorganismo  como
en corderos, perros, gatos y ratas; y causa enfermedades cuando hay ciertos
factores predigponentes como infeccidn por virus, hacinamiento, fatiga y
exposicion al frio (38). la mayoria de las cepas de P. pultocida son
senaibles in vitro a la penicilina, lo que constituye el fdrmaco de eleccicn.

Esta sensibilidad puede servir para la rdpida deteccién en el iaboratorio,
de P. multocida y su diferenciacion con otros baciles gram negativos, La
tetraciclina resulta también efectiva.

las pasteurelas que son patégenas para el hombre lo son también para una
larga serie de animales y dan lugar a cuadros septicémicos en el hospedero
{48) .



E! hombre siempre es un hospedero secundario pero que no deja de ser
importante. Ultimamente los casos de enfermedad humana producidos por P
multocida han aumentado. La mayoria de las infecciones adoptaen uno de los
tres aspectos clinicos siguientes: infeccién local de los tejidos blandos, e
incluso osteomielitis como consecuencia de una mordedura por un animal
(frecuentenente la de un gato): infeccidn sistémica como una bacteremia o una
meningitis., a veces sin que haya antecedentes de contactos con Snimles:
infeccion del aparato respiratorio come sinusitis y broquiectasias (24).
QOtras infecciones respiratorias y supurativas en el homlre son producidas por

P. urease.

Adherencia Bacteriana.

Se ha llegado a considerar que la adherencia bacteriana es el paso inicial
necesario para que se produzca una enfermedad. Una vez que las hacterjas han
logrado pasar las primeras barreras de defensa del hospedero deben
adherirse a lag células epiteliales para colonizar y producir dafio por
algun mecanismo, como padria seor la produccidn de toxinas o invasidon
intracelular llegando a producir infecciones en diferentes grados hasta
causar la enfermedad.

B asl que se han amalizado diferentes problemas infecciosog como: lLa

gonorrea producida por Neisseria gonorrhoae (77). problemas diarreicos por

Escherichia coli (11,30.52), por Salmonella (73), por Vibrio cholareaes (21),
estudios de colonizacidén de la flora normal intestinal (29): Escherichia

coli infectante del tracto urinario (75): problemas de vagina y utero

causados por E. coli (56). adherencia a cultivo de tejidos principalmente a

10



diversas lineas celulares de fibroblastos como Hela y Hep-2 (26.33). Por
citar algunos problemas infecciosos nds abordades en este campo.

Se¢ ha observedo que en la adherencia bacteriana existe especifidad de
espacie  (la gonorrea ocwre s4lo en humanos). E. coli KBB sblo en cerdos
(1}). Aly vy colaboradores (2). encontraron que Streptococcus viridans se
adhiere poco a la mucosa nasal humana pero £. pyogenes se adhiere bastante
a - ella. Amderson y cols. (3.4) estudiaron ¢ Slireptococcus pneumonize y
observar'en que tenia una gran adherencia a células faringeas humanas: no asi
las cepas provenientes de meningitis y septicemia. De estos fenémenos de
especificidad y del estado del portador existen pocos trabajos al
respecto sobre P_ multocida., . Uno de ellos por Bonilla (0) quien demostrd
que las cepas de P, multocida aisladas de conejo son mds adherenteg para
date que las que provienen de otros animales y que hay mds adherencia de

P. multocida a células del tracto respiratorio superior de conejo

portader que al de no portador.
Fundamentos de la Adherencia Bacteriana.

I Fendmenos fisicos.— Se inicid su estudio al observar la adherencia
bacteriana a superficies sdlidas inertes. y mds tarde haciendo implantes de
protesis en aninales de laboratorio. Se observaron dos tipos de interacciones
entre bacterias y superficies sdlidas:

ar Interacciones de rango largo: fuerzas mutuas con una funcién entre la
distancia y la energia lihre.

b) Interacciones de rango corto: importantes cuando las superficies estdn
cerca y toman contacto fisico, formando enlaces quimicos, hidrofébicos 'y
dipolares (23),

11



Jyh-Ping Hsu (39) en su modelo estadistico, siendo puramente . tedrico,
establece también la situacidn de que la adherencia se lleva a cabo en dos
pases: el primero es reversible. porque el vinculo de la bacteria con la
superficie ez débil. El sequndo paso ya es una union Intima y es
irreversible. La varianza en los dos pasos va aumentando con el tiempo hasta
llegar a determinado nivel y luego disminuye, todo en cuestidn de unas horas.
Esto ocurre en la suposicién de que el nimero de sitios de contacto en el
sustrato es mucho mayor que los sitios activos de las bacterias.

Entre las interacciones que puede haber en el primer paso de la adherencia
estd sin duda el efecto de la gravedad..que se muestra como un factor
determinante inicial, anterior a la adherencia en si. la acomodacidn
bacteriana a las superficies estA asi determinada por la gravedad. uniéndose
por fuerzas débiles de Vander Waals (80). Tambi¢n se han mencionado las
condiciones hidrodinAmicas a superficies sdlidas (fendmenos de capilaridad,
difusion, adhesividad) (23.81).

Se probd el efecto del cambio de pH in vivo e in vitro en boca y traquea
humanas con Pseudomonas aeruginosa, aumentando la adherencia a pH alcalino,
lo - que parece indicar que la carga superficial es un factor importante que
modula la adherencia (57). En el caso de Pasteurella. come en otras bacterias
del tracto respiratorio, el pH ¢ptimo para la adherencia es de 7.4.(33).

Asi que el primer paso para la adherencia es reversible e influido por la
hidrofobicidad de la superficie celular y su potencial electrostdtico.

La hidrofobicidad aumenta en la fase exponencial del crecimiento bacteriano.
al’ llegar a la fase estacionaria disminuye y permanece constante por una
gemana (80). Se trata de una reaccion quimica entre dos o mas particulas en

fase acuosa, con eliminacidn del agua asociada a ellas, ganando energia

12
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libre. En las que intervienen factores como: tension superficial baja,
solubilidad en compuestos organicos y fuerzas atractivas de Vander Waals.
la superficie bacteriana hidréfoba promueve su asociacion con diferentes
células animales. y se aumenta por glicocalix., fimbrias entre otros
factores (57).

En estas reacciones influyen la hidrofobicidad y el potencial eléctrico. si
la primera disminuye, el segundo aumenta. Las caructeristicas de la
superficie celular que determinan la adhesion estan influidas por las
cordiciones del crecimiento: en alta tasa de crecimiento las bacterias se
vuelven mds hidrofobas y se adhieren mds (80). Por ello se ha desterminado
siempre la fase exponencial como la ideal de las bacterias para hacer pruebas
de adherencia. Aunque también influye el tipo de medio de cultivo que se
emplee (23),

La carga negativa de la bacteria estd en relacidn con su hidrofobicidad, y
en bacterias patdgenas estd en relacién con la cdpsula (polisacarido
acidificado) (23). La hidrofobicidad es el paso preliminar para la adherencia
y -puede ser factor patogénico, favorece el acercamiento al epitelio para que
haya una adherencia especifica irreversible (82).

1I) El pili.— Se ha probado el valor del pili para la adherencia de
Pseudomonas aeruginosa a células dafladas de boca (83) y a células dafladas de
traquea humanas (62), y se ve que es importante el pili para las cepas no
mucoides solamente. En el cagso de cerdos se ha visto que g cherichia coli K—
99 tiepe un pili especifico para el tejido intestinal y e3 un proceso
saturable a 30 o 40 bacterias por célula (41). En otro estudio se buscaron
factores de adhesién de E. coli mediante hemeglutinacidn de sus pili, y se

encontrd relacién directa entre este factor de colonizacién y su

13



enterotoxicidad (70). Dtras bacterias diferentes como Haemophilus influenzae
presentan también pili., y se prueba que las cepas que no tienen pili no
se adhieren (34).

Cierto tipo de E,_ coli posee el pili adecuado que reconoce el receptor
celular del epitelio del tracto urinaric humano (un esfingolipido). Este pili
esta regido genéticamente. segin la cepa, pues otros no reconocen este tipo
de receptor (49). ’

En otrog trabajos ya se ifeportun vacunas contra los componentes de la
superficie bacteriana, principalmente el pili. como algunas vacunas antikKses,
antif®87. antitipo I (de pielonefritis). y antiK99. que son contra diferentes
tipos de E. coli. la mayoria de ellos productores de diarreas en el ganado.
Otros inmundgenos son el anti-pili de Bordetella pertussis que afecta al
hombre ¥ que se basan en preparados quimicos de lo@ pili espacificos
(5}.

III} La cdpsula.- la cdbsu.la de E. coli coloniza el intestine delgado y
aumenta su virulencia. Pero lag cepas no capsuladas se adhieren mejor. S5i
pierden el pili se adhieren muy poco con cdpsula o sin ella. El aumento do la
patogenicidad es por otro mecanismo diferente de la adherencia (69).

En un trabajo hecho con Haemophilus influenzae y células faringeas humanas
8¢ prueba que las cepaa no capsuladasg se adhieren mucho mejor que las
capsuladas, y solamente el serotipo B se adhjere bien a pesar de la cépsula
{58). En un estudio reciente se estudiaron cepas de H. influenzae tipp B
capsuladas y no capgsuladas, cbservandose que no difieren aignificativamente
en grado de adherencia (50).

IV) AMdhesginas Bacterianas.— Las adhesinag son moléculas bacterianas, y los

receptores las moléculas celulares del hospedero.
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Se ha observado en la interaccidn entre células de mamiferos y bacterias
gram negativas intervienen al menos tres tipos diferentes de lectinas de
las bacterias involucradas en la sensibilidad adhesiva a las wanosas: un

grupo de lectinas asociadas al flagelo de E. coli y Serratia, otra al piliy

un tercero a la membrana exterma de la bacteria (84).

Los experimentos de Beuth y cols. (6) mostraron que la adhesidén de
Streptococcus pneumoniae a pulmén y rifion humanos estd mediada por una
lectina bacteriana: N-acetil-D-glucosamina o N-acetil-D-galactosa, y la de
Pseudomonas  aerugingsa a estos dos tejidos humsnos fue el dcido N
acetilneuroaminico, porque la adherencia bacteriana se inhibia completamente
cuando eran afiadidas estag adhesinas a las mezclas de ceélulas-bacterias.

En un trabajo muy reciente, cepas de E, coli con pili I fueron tratadas con
saliva, y aumenté la adherencia a epitelio lucal: se encontrd que las
moléculas salivales responsables de éste fendmeno eran unas proteinas de
62,000 daltones. que sirven de receptores a la fimbria I y que son bloqueados
con fibronectinas (35).

En otro estudio. Fusobacterium pecrophorum se adhiere a células de rumen
bovino. y se establecid un paralelismo entre la adherencia de este
microorganismo y su habilidad de hemaglutinar eritrocitos. Se  afladid
hemaglutinina a las células de rumen y la bacteria yano se pudo adherir
{46).

Trabajos - hechos con Bordetella pertussis determinaron que para que la
bacteria se adhiera al epitelio reapiratorio ciliar se requiere de la toxina
pertussis y' de la hemaglutinina filamentosa del gérmen (79). Otros
experimentos  demuestran que bacterias como Streptococcus  pneumoniae,
Haenophilus influenzae y Staphrlococcus aureus tratadss con estas dos
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adheginas de Bordetella adquieren la habilidad de adherirse a lo.;.v cilivs
respiratorios, tanto in vivo como in vitro, explicando as! las
superinfecciones que pueden aparecer durante la tosferina (79).

V) Glicocdlix.~ De acuerdo a Costerton (19). el glicocdlix se ‘de[ine como
todas aquellas estructuwras bacterianas que contienen polisacdridog y que se
encuentran por fuera de los elementos que constituyen a la membr-ana externa
de la pared celular de las bacterias gram negativa;. ’

La mayoria de los glicocdlices gon producidos a nivel de 1la membrana
citopldsmica con la participacion de precursores activados (aajcar—
nucledtido) y lipidos acarreadores {poliisoprenol) en forma semejante a la
sintesis del lipopolisacdrido de las bacterias gram negativas (19).

La presencia de cationes divalentes parece jugar un papel crucial en la
interaccién de las cdpsulas con la pared celular, sin embargo., el tipo de
unidn entre el glicocdlix y la superficie celular no es siempre conocide. En
algunas bacterias gram negativas parece haber fosfolipides o moteinas
membranales que fijan la capsula a la membrana exterma de la pared (19},

Una de las funciones mds importantes del glicocdlix es la de mediar la
adherencia de las bacterias a los diferentes sustratos presentes en sus
medios ambientes naturales. Esto influye solre la adherencia que muestran
wmuchas de las bacterias que forman parte de la flora normal del hombre y los
animales, Las células de 103 animales también poseen un glicocAlix propio.
Las estructuras de los glicocAlices bacteriancs, qus en su gran myoria
poseen cargas negativas, pueden formar énlacea idnicos con los polisacdridos
de los glicocAlices de las células animales por medio de cationes divalentes

presentes en los tejidos (19).
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El glicoodlix es altamente hidrofilico lo cual facilita la unidn entre la
bacteria y la superficie de la célula blanco. Una bacteria productora de
pili o fimbria puede poseer ademds ylicocdlix lo cual aumentard la capacided
de adherencia de ésta a la célula blanco.

Gran numero de bacterias oportunistas poseen glicocdlix que ademds de
facilitar su adherencia a las células o superficie muccsa del hospedero las
protege contra los sistemas inespecificos de defensa, estas bacterias
producen infecciones enddgenas en organismos inmunosuprimides (19).

VI) Alteracidn y dafio en la superficie celular.— A veces las células se
hacen susceptibles al ser infectadas por virus. o cuando sufren algun dafio,
parece gue nuevos receptores aparecen aumentando la agdherencia (23).

Cuando un paciente tiene virus de la Influenza A aumenta la adherencia de
Staphylococcus, de Streptococcus pneumoniae tipo I y Haemophilus influenzae
al epitelio rvespiratoric humano (28). El sarampitn disminuye la adherencia
de Staphylococcus, Streptococcus y Pneumococcus. Los adenovirus no tienen
efecto, y los rhinovirus aumentan la adherencia de Streptococcus y
Staphylococcug (71).

En una serie de experimentos se muegtra céwo el neumococo munca se adhiridé
a células sanas, y en cambio a células infectadas con virus de la Influenza
la adhesidn aumentd significativamente al sexto dia (60).

Peeudomonas  aeruginosa se adhiere sdlo a trdqueas infectadas con virus,
que se descaman., y no a células normales la cual es llamada adherencia
opertunista  (62). En  pacientes infectados con bacilos gram negativos en
tracto respiratorio aumentd significativamente la adherencia de P. asruginosa
y K. posuponiae. El tracto respiratorio tiene receptores para bacilos gram
negativos, los factores asociados a un serio daflo parecen aumentar la
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disponibilidad ‘de estos sitios de unién facilitando la coloniza;:idn por
bacterias gram negativas (44). Se piensa que los factores de estrés (falta de
agua y alimento) provocaron que la flora normal del intestino de ratones se
desprendiera de lou receptores intestinales, dejadndoselos libres a Salmonella
quien los ocupd provocando que ratones portadores sanos enfermaran de diarrea
76). '

VII).~ Adhesinas y andlogos .~ Estudios de las adhesimas v réceptores
egspecificos han abierto nueves aspectos en la terapéutica para la prevencién
de infecciones, por medio del estudio de la inhibicidn de la adherencia.

Se ha visto que aislando y obteniendo pili purificados afiadides a los
epitelios, pueden bloquear los sitios de unién de las células, impidiende la
posterior unitn de las bacterias a las células. De hecho se ha logrado
inhibix la adherencia affadiendo a las células del hospedero los andlogos de
las adhesinas, como inhibidores competitivos (5). Streptococcus  pneumoniae
posee lectinas como adhesinas y se pudo inhibirlas afadiendo al tejido de
pulmon un anAlego: N-acetil-D-glucosamina (6). También se ha probado que
pilis purificados bloquean la adherencia de P. aeruginosa a células
epiteliales de la traquesa humana (62).

Adherencia de Pasteurel]a multocida.

Con respecto al campo de la adherencia este microorganismo se ha “estudiado
poco .y sblo se encontrd un trabajo con P, multocida  provenientes de
enfermedades de conejos. Glorioso y cols., (33) que trabajaron con células
faringeas de conejo. tanto in vivo como in vitro ., y con células Hela;
establecieron que hay una adherencia diez veces mayor con la cdpsula tipo A
que con les tipos B. D y E. La adherencia del tipo A aumentd despusds de

18



extraer el acido hialurénico capsular. La adhesividad se debe a un pili que
es inhibido al afiadirle N-acetil-glucosamina. Fste autor también trabajé con
células VERO obteniendo un promedio de 75 + 36 bact/célula; a diferencia de
1as células Hela que tuvieron 143 + 59 bact/célula por lo que propone a esta
1inea como meJor medelo in vitro,

los demds trabajos se han hecho en cerdos citando a continuacion log
siguientes: Frymus y cols. (31) demuestran que hay una pobre adherencia de P
pultocida tipo D a células nasales porcinas (promedio 0.07 # 0.03). Jaques
{42) demostrd que hay mayor adherencia del tipo A que del tipo D en células
traqueales porcinas, y también 45 % mas adherencia de las cepas provenientes
de rinitis atrofica que las cepas que provenian de animales sanos. Tambien
observd que 1a adherencia decrecia con la edad del animal, siendo la mitad en
adultos que en lechones recién nacidos, por ser una infeccién asociada a la
falta de respuesta inoune.

Posteriormente este autor hizo estudios comparativos de la adherencia de
Bordetella bronchiseptica y P. multocida a células epiteliales traqueales
y nasales de cerdo: encontrando que B . bronchigeptica se adhiere bien a las

células del tracto respiratorio superior. BEn contraste al numero de
oryanismos de P. multocida, los cuales fueron adheridos de 4 a 6 veces menos
que el nimero de organismos adherentes de B. bronchiseptica. Esta diferencia
fue estadisticamente significativa ( p < 0.0001 ). Ambos microorganismos se
adhieren en mayor mimero a las células nasales que a células traqueales (p <
0.005). Este autor concluye que B. hronchiseptica posee una gran. capacidad
de adhesién con respecto a P, multocida a células del tracto respiratorio
superior porcino {43).
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Los estudics hechos por Nakai y cols, (53) también fueron mutim
entra P. multocida y B. bronchigeptica en la rinitis atrofica,  usando
células epiteliales d= cerdo y aunque la media de la adherencia fue
aproximadamente la misma para ambas bacterias. existe menos afinidad por
parte de P. multocida, pues mientras ésta sélo se adhiere, B. bronchiseptica

ademds coloniza, se multiplica y degenera células. El datio se debid a la
produccién de la toxina dermonecrotica (DNT) que B. bronchisegtica' produce
en gran cantidad, y P. multocida muy poca o nula, por lo tanto ésta ultipa
no parecid inducir la rinitis atrofica. .

Pijoan y cols. (59) en un estudio hecho con P. multocida aislada de um
rinitis atrdfica porcina: mencionan que especies de B. ronchiseptica y B,
pertusi tienen bien definidas sus adhesinas. la principal adhesina de B.
bronchiseptica es la hemaglutinina de eritrocitos bovino. En ambas especies
la presencia de fimbria no es tan importante para su adhesién. En contraste
a cepas de P, mltocida que producen rinitis atrdfica colonizan pobremente
la mucosa nasal del cerdo. Ellos hicieron pruebas in vitro usando
superficies mucosas de cerdos recién nacidoa con dos cepas toxigénicas de P
pultocida ( serctipo D fimbria + y serctipo A fimbria — ) las cuales fueron
vistos adherentes por Microscopia Electrdnica de Barrido.
la inoculacién intranasal tanto de recién nacidos como de seis semanas de
edad, did como resultado la colonizacién. la adhesidn fue mejor lograda por
las cepas toxigeénicas. lo cual es independiente de la pogsesiéon de fimbria,
hemaglutinina o serotipo cdpsular. La colonizacién de trdquea y pulmdn fue
s6lo observada con cepas de serotipo A. Los resultados muestran que P.
nultocida toxigénica puede colonizar el tracto respiratario superior,
especialmente las tonsilas de cerdos.
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En otro estudio Chung y cols. (22) utilizando fragmentos de células
epiteliales nasales de cerdo con B, bronchiseptica y B. multocida tipe D
encontraron que la primera mostraba una marcada adherencia a células
epiteliales nasales de cerdo., mientras que en P. multocida no habia
adherencia y que el nimerc de bacterias adherentes por célula se incrementaba
a los O, 15, 30, y 60 nin; sin embargo. el numero de bacterias adherentes
decrece después de 3 a 6 horas de incubacién debido a la pérdida de cilios de
las célulus. También encontrd que B. bronchiseptica aglutina eritrocites de
ternero debido a una hemaglutinina contenida en su superficie y que si a B.
bronchiseptica se le hacla un pretratamientode 1 og/ml ¢ 2 mg/ml de
tripsina. significativamente inhibia su adherencia, sin embargo no inhibia su
capacidad de aglutinar eritrocitos de ternero. De estos resultados ellos
concluyen que la hemaglutinina y otros componentes proteinicos sensibles a 2
og/ml de tripsina existentes en la superficie de B. hronchiseptica
virulenta son sugeridos de ser las adhesinag para la adherencia de B.
bronchigeptica a células epitelialez ciliadas nasales de cerdo .

En base a )o anterior es importante el uso de células de cultivo de
tejides puesto que en éstas se trata de mantener las condiciones naturales
que in vivo presentan las células. Finalmente y coincidiendo con una
revision hecha por Nicolet (55). Para que se presente la patogenicidad de
Pagteurella pujtocida requiere primero de colonizacién a superficies mucosas,
invasion a tejidos del hospedero. solrevivencia y wmultiplicacién.
interferencia con las defensas dsl hospedero y dafic. Para estos propdeitos la
bacteria posee estructuras de adherencia, polisacdridos capeulares,
estructuras de superficie tales como proteinas de membrana extermas y
lipopolisacAridos. ademAs de secretar productos extracelulares incluyendo

exotoxinas.

21



Debido a que existen poces trabajos solre adherencia bacterian-a de P.
multocida y mAs aun sobre adherencia a cultives de tejidos visualizados con
ayuda del Microscopio Electrénico de Transmision; con este trabajo se trata
de abordar la problemdtica de la enfermedad que es la pasteurelosis en conejo
y aclarar algunos factores que estan interviniendo para que se nanifieste
dicha enfermedad.

En la medida que conozcamos mejor los factores determinantes, pal;a que se

lleve a cabo la adherencia bacteriana de cualquier enferwsdad, se tendrdn
mayores opciones de poder combatir enfermedades, ya sea por inactivacidon de
antigenos conociendo sus estructuras responsables de la infeccidn, o tomando
diversas medidas de prevencidn y control eficaces.
Una vez que se realicen mds trabajos al respecto y ayuddndonos de la
infraestructura moderna de nuevos y sofisticados aparatos de laboratorio para
diagndstico, estaremos mAs en posibilidades de conocer este patdgeno para asi
poder combatir dicha enfermedad; para el beneficio de la especie y en general
del homlre mismo.
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Objetivos:

Determinar si la linea celular VERO puede utilizarse
como modelo “IN VITRO" para estudios de adherencia

de Pasteurella multocida.

Determinar si log tipos capsulares A y D de
Pasteurella multocida presentan diferencias en
cuanto a numero de bacterias adheridas por célula
VERO.

Determinar por Microscopia Electrénica de Transmision
gi existe una estructura externa de adherencia en

las cepas de P, gultocida tipos capsulares A y D,



MATERIAL Y METODOS
Cepas Bacterianas:

Inicialmente se trabajé con 14 cepas de Pasteurella multocida aisladas de
conejo, liofilizadas en el cepario del Departamento de Bacteriologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia U.N.A.M.  Las ampolletas
liofilizadas con las cepas se colocaron en fenol durante 30 minutos y se
procedia a mmperl;:s. Con una pipeta Pasteur estéril se le agregd 0.5 ml de
medio 1liquido de propagacién caldo infusidon cerebro corazén (CICC),
resusperdiendo el contenido de la ampolleta.

Las porciones del medio liquido con rehidratado se colocaron altermadamente
en dose tubos con CICC y ambos se incubaron durante 24 a 48 hrs a 37 oC. En
este paso también se tomaron uno o dos asadas y se semlxd en cajas de petri
con Agar Sangre, incubando 24 hrs a 37cC.

Trascurrido el tiempo de incubacidn se cbservaron las colonias, para ver gi
habia posibles contaminantes y se aislaron las colonias con caracteristicas
de Pasteurella multocida. Postericrmente el cultivo aislado y comprobada su
pureza en Agar-Sangre se sometidé a las siguientes prusbas bioquimicas:
glucosa, lactosa. manitol, rafinosa, sucrosa, trehalosa, SIM, urea, prueba de
catalasa y prueba de oxidasa. las cepas determinadas como Pasteyrella
multocida fueron tipificadas buscando loa tipos capsulares A y D. El tipo A
se tipificé usando la hialuronidasa estafilocdccica mediante cepas de
Staphylococcus aureus productoras de ella, segun método descrito por Carter
(16). El tipo D se tipificd mediante la prueba de acriflavina, descrita por
Carter (14).
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las cepas de Pagteurella multocida que se usaron para las pruebas de

adherencia fueron las gue tenian tipos capsulares A y D respectivamente.

Cultivo de tejidos:

Se utilizé la linea celular VERO (rifdn de mono wverde africano:
Cercophitecus aethiopg). procedentes de la clona 120 de células VERO del
laboratorin de Virologia de la F.M.V.Z. U.N.AM.

las células se hicieron crecer en medio minimo esencial Eagle (MEM)
conteniendo 10% de suero fetal bovino con 100 U de penicilina y 100 mcg de
estreptomicina por ml. El medio se prepard con agua tridestilada con 1% de
L-glutamina y sin bicarhonato de sodio. El bicarbonato se agregdé en cada
ocasion que se hizo transferencia o “pase”.

Las sales balanceadas de fosfatos (PBS) utilizadas para preparar tripsina y
antibidtico fueron las siguientes:

NaCl (cloruro de sodio} 8.0 grs.

K€l (cloruro de potasio) 0.2 grs.

K HPO (fosfato monob4sico de potasio) 0.2 grs.

K}Zi P04 (foafato dibasico anhidrido 1.17grs.

24 de potasjo).
Disuelto en 1000 ml de agua tridestilada a pH 7.2 ~ 7.4



La tripsina utilizada como agente dispersor celular fue al 0.3 % del modo
siguiente:

Tripsina 1.5 grs
EDTA (Acido etilen diaminotetracetico) 0.25 gqrs.

Disuelto en S00 ml de PBS y se filtrd con una membrana millipore de 0.45
micras. Almacenando ésta en congelacién a —20 oC.

El antibidtico utilizado fue una mezcla de penicilina y estreptomicina en
una  solucién. En 100 ml de solucién (FBS) se disolvieron una megaunidad de
penicilina mds 1 gr de estreptomicina. Se filtrd con filtros niilipore de
0.45 micras y se distribuyeron en alicuctas de'1 m} Y se almacend a -20 oC.
Al agregar 1 ml de ésta solucién a 100 ml de wedio de cultivo, resulta una
concentracién final de 100 U de penicilina y 100 microgramos de

estreptomicina por ml.

Prueba de adherencia:

Se siguid la metodologia de Gloricso y cols. (33) que consiste en que las
bacterias ses hacen crecer rutinariamente como cultivo estdtico en caldo
" infusién cerebro corazén (CICC) a 370C por 18 hrs, colectadas  por
centrifugacién (4.500 rpm) y con la modificacidon de suspender en CICC en
lugar. de sales balanceadas de Hank. Se hicieron 3 lavados con CICC
centrifugando a 4,500 rpo.

las ° bacterias fueron WMidas con el nismo medio de  cultivo
conteniendo 10 % de suero fetal bovino (FCS). Mediante el uso de un
nefeldmetro de McFarland, se ajustaron el nimero de  bacterias a

9
aproxisadamente 1 x 10 bacterias/ml coincidiendo con el tubo mimero 3 de
dicho método.
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Se utilizd la linea celular VERO para hacer pruebas de a;iherencia
bacteriana de acuerdo al siguiente procedimiento: )
1as celulas se hicieron crecer en MEM conteniendo 10 % de suero fetal
bovino y 100 U de penicilina y 100 mcg de eetreptomici}m por ml y bicarlonato
de sodio. las monocapas no confluentes (aprox. 3 X 105 células por
monocapa) crecidas sobre cubreobjetos en tuhos leighton durante 72 horas vy a
una temperatura de 37 oC, fueron lavadas con solucidn de sales balanceadas de
Hank con pH de 7.2 a 7.4. (elaborado por lakls, IN VITRO, S.A. clave SSH-013)

El lavado con solucién de Hark se hace con la finalidad de evitar cualquier
residuo del antibidtico o productos tdxicos propios del metabolismo celular.
Una vez realizado ésto se procedid a incubar las células con 1 ml Qe
suspension de bacterias (1 X 10 /ml) por 30 minutos a 37 oC. las bacterias
no adherentes fueron extraidas de la monocapa con 3 enjuagues de 2 ml cada
uno de sales balanceadas de Hank. Seguidamente se fijaron las monocapas con
metanol absoluto por un minuto. Posteriormente las monocapas se tifferon con
colorante de GIEMSA. Se estimd la media y deaviacion estindar del nimerc de
bacterias adheridas por célula, de un tamafio de muestra de 150 células en
total por cepa seleccionadas aleatoriamente. los resultados obtenidos
fueron amalizados con el siguiente modelo estadistico.

ijk

3
donde : Y_k-m&mterha adheridas
ij

Y =u +T 4L +(TL) +e
i i3 i

{observacion en el i-ésimo tipo
cdpsular en la j—é¢sima medicidn).
u = efecto medio

T = efecto del i-ésimo tipo cdpsular.

-

= Tipo cdpsular A y D.



L = efecto de la j—¢sima medicion
(TL) J = afecto de interaccidn.
e H * error aleatorio NID.
ijk
Se realizd un apdlisis de varianza y la comparacidn de medias de los
tratamientos se hizo con la prueba de Tukey. El andlisis de la imformacion se
realizd con el procedimiento de modelos libres generalizades (glm) del

paquete estadistico SAS.
Microscopia Electrdnica de Transmision: -

En botellas Falcon se hicieron crecer células de la 1inea celular VERO con
medio de crecimiento que estd compuesto de 5 a 10% de suerov fetal bovino,
nedio minimo esencial Eagle (MEM) preparado con antibidtico, L —glutamim. Y
con bicarbonato de sodio.

La botella de pldstico Falcon se dejé incubar a 370C durante 72 hrs. El
desarrollo y condiciones del cultivo se observaron utilizando un microscoplo
invertido, El cultive celular de 72 hrs se lavb con sales balanceadas de Hank
a pH 7.2 y se inoculd con 1 ml de bacterias. en el que el nimero de bacterias
fue aproximadamente 1 x 109 bacterias/ml, segun el nefeldmetro de
McFarlard, se dejd incubar por 30 minutos. Posteriormente se hicieron 3
lavados de 2 ml cada uno con sales balanceadas Hark y se fijo. el . cultivo
celular en glutaraldehido al 3% durante un periodo de 2 horas a um
temperatura de 4oC. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 20 minutos cada
uno con solucicn lavadora (solucién de fosfatos mds sacarvsa): se postfiié en
tetrdxido de osmio al 1 % por una hora a 4oC, repitiéndose la operacion . de

lavado como en el paso anterior.
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La deshidratacién se 1llevé a cabo con etanol en solucién acuosa a
diferentes concentracicnes (50%, 60%, 70%. 80%. 90% y abscluto). por tiempos
de 5 minutos cada uno y 2 periodes de 15 minutos en absoluts. Para la
infiltracidon se utilizd mezcla final de Fpon 812 preparado de acuerdv a una
modificacidén a la técnica de Luft (1961) y alcohol absoluto en una proporcisn
de 1 : 2 respectivamente por 30 minutos. Posteriormente en una proporcidn
1 : 1 {(resina-alcchol) por una hora y finalmente en una proporciéon 2 : 1
{resina—alcchol) dutante toda la noche y tapada.

La inclusidn se realizd retirando el tapdn de la botella y se deid
volatilizar 21 solvente pov 2 horas a temperatura ambiente. Se incluyd el
cultivo en una mezcla final de Epon 812, teniendo cuidadoe que el medio de
inclusidn ctbriera perfectament= la superficie del cultivo sin rebasar una
altura mdxima de 2 mm. Se polimerizd durante un periocdo de 24 horas a 60 ofC,
después la hotella se cortd con una gegueta obteniéndose pequefios bloques de
aproximadamente 1 cm de ancho por 1 cm de largo y 4 mn de espesor. Cabe
mencionar que al momento de hacer el corte se desprendia la resina del
plastico de la botella junto con las células del cultivo,

Para saber gi se tenfa incluido el cultivo se tifferon los blogues con azul
de toluidina y se seleccionaron las Areas donde habia bacterias.

Una vez localizadas las Areas con bacterias y células se cortaron secciones
pequefias de 1.5 mm aproximadamente y se pegaron & bloques polimerizados:
quedando la parte con cultivo celular hacia arriba. De tal manera que se
hlgiemn los cortes ultrafinos de 60 a 90. nandmetros sin -hacer cortes

semifinos.
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Posteriormente se contrastaron los cortes con acetdto de uranile segun
Husley (40) durante 15 ~ 20 minutos y citrato de plomo Reynolds (64‘) durante
5 - 10 minutos y se observaron al Microscopio Electrénico de Transmision M-
109 Carl Zeiss.

Una vez localizadas las bacterias junto a las células VERO se tomaron

micrografias en varios aumentos.

Tincién Negativa: -

las bacterias fueron crecidas en CICC durante 18 horas a 370C. Se hicieron
dogs lavados con el miswo medio centrifugardo a 4.500 rpm. en la Gltima
centrifugacion se resuspendid el sedimento en una gota de solucién de Hank,
con el auxilio de una micropipeta o capilar se colocd una gota de la muestra
en una rejilla de cobre cubierta de carbdn y pelicula de formvar de 200
mallas, dejando la muestra por dos minutes. Posteriormente con un papel
filtro se secd la rejilla donde se le agregd una gota de 4dcido fosfotungstico
al 1% dejando la tincidén durante dos minutes. Finalmente se secéd la rejilla
con papel filtro y se observd en el Microscopio Electrdnico de Transmisién M
~ 109 Carl Zeiss, de la Unidad de Investigacién en Salud Infantil del
_.Instituto Nacional de Pediatria. Toda la metodologia experimental se vesume
en el diagrama 1.
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RESULTADOS

De las =cepas origimalments reconstituidas que se utilizaron, ce
encontraron tnicamente dos cepas adherentes para la linea celular VERO las
cuales correspondieron a los nimeros de cepario 1252 y 1289 tipos capsulares
Ay D respectivamente provenientes de conejo con neumonia, (Cuadro.l) Los
linfilizados restantes no fueron viables o estuvieron contaminados.

Los resultados muestran que hubo poca adherencia de las dos cepas. puesto
que ninguna cepa llegd a la saturacién de la superficie celular, lo cual
sugiere que este madelo es poco factible para hacer pruebas de adherencia de
Pagsteurella multocida.

El promedio y desviacién estdndar obtenidos para el tipo capsular A fue de
19 + 8 bacterias adheridas por célula. Para el tipo capsular D fue de 22
14 bacterias adheridas por célula (Cuadro. 2). El anAlisis de varianza mostro
que hay mayor adherencia de P, multocida tipo cdpsular D que la adherencia
del tipo cApsular A. (p< 0.05).

En la grafica 1 se obgerva que el promedic se encuentra en el rango de
mayor adherencia para el tipo capsular A.

En la grafica 2 se observan dos rangos dorde predomina la adherencia para
el tipo capsular D. En ésta grdfica tambie¢n se aprecia el promedio dentro del
rango de mayor adherencia.

) Ias observaciones de la adherencia de los dog tipos capsulares se llevd a

cabo con GIEMSA en las que se puede apreciar en algunas la cépsula y su
coloracién bipolar - (Figs. 1, 2, 3y 4). Los aumentos utilizados con el
microscopio éptico fueron de 40X y 100X.
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ADHERENCIA DE Pasteurelia muitocida TIPO CAPSULAR A
EN CULTIVO DE TEJIDOS VERO.
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ADHERENCIA DE Pasteurella multocida TIPO CAPSULAR D
EN CULTIVO DE TEJIDOS VERO.
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FIG. 1. Adherencia de P. multocida tipo cacsular A a células VERO.
Tincidn con GIEMSA, se observa Ia coloracifn bipolar y en algunas
su cipsula. 100X,

14 <. A.i. ’ Pl

F1G. 2. Adherencia ce P. rultocida tipo capsular A a células VERO.
T;rr\cl.’m cogoglEMSA. te tueden ooservar las bacterias unidas por
carajas. t00X.
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F1G. 3. Adherencia de P, multocida tipo capsular D a células VERO.
Tincién con GIEMSA. 40X,

F1G. 4. Adherencia de P. multecida tipo napsular D 2 eélutag VERO,

Tincion con GI s Se observa ia cCioracilon Bigslar de
1a bacteria. 100X,



Otras observaciones que se realizaron fueron que tanto el medio de
crecimiento de la linea celular. la fase de crecimiento y condicioneé de los
cultives. no tuvieron algun efecto en la adherencia de P. multocida.
Puesto que en promedio al momento de contar las bacterias adheridas no habia
diferencias relevantes. es decir, que tenian un patrdn de adherencia similar

en cada fase de crecimiento celular.
Microscopia Electrvnica de Transmision.

Al realizar la técnica de Microscopla Electrdnica en Epon se hicieron
cortes ultrafinos en las que sSe ohservaron filamentos o proyecciones sobre la
superficie de las bacterias en el tipo capsular A, los cuales se trata de
fimhrias de 5-6 nandmetros de didmetro que al wmomento de  observarlos
se encontraron cortadas: dando una apariencia de “rasurado”. Sin embargo 3i
se aprecia la relacién que pudiera tener con su adherencia, por la posicién
horizqntal que tiene la bacteria con respecto a la célula VERO y que es
determinada por el efecto de la gravedad como primer pasc de la
adhergncia, lo que da como resultado captar mayor cantidad de receptores de
la linea celular (Figs. 5, 6 y 7).

Tincién Negativa.

En cuanto a la técnica por tincidn negativa. en la que no noe muestra mucho
sokre su estructura: se cbservan fimhrias parecidas a las obtenidas por 1la
técnica anterior, a diferencia que en ésta se observan las fimhrias alrededor
de toda la superficie bacteriana, el largo de lag fimhrias no fue posible
medirlo: puesto que la técnica limita mucho en cuanto a contraste del fondo
donde se encuentra (Fig. 8). Estas observaciones se hicieron en el tipo

capisular D.
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FIG 5. Miiraurafta wie: te6nice de Transmisi6n de P. multocida tipo
‘apsLiar A 4 Inea celular VERD, Se observa la adherencia de
ta “acteria v a.qunas proyecciones parecidas a fimbrias, tam-
hlun se nperyan prolongaciones citopldsmicas de 1a linea
tar o t+ guherirse al sustrato. 74,000 X.



FI16. 6. Micrograffa electronicas & 'ransmisiOn Je P multoc)da tipo
A a células VERO. se observa Ja aparienciae e " rasurado *
v las proyecciones parecidas o *imbrias, 25,900 Xx.



FIG. 7. Micrografia electrénica de Transmision de P. multocida tipo
capsular A. Se observan las proyecciones parecidas a fimbri-
as salir de la superficie de la célula bacteriana. 114,000 X,



FIG. 8. Micrografia electr6nica de P. multocida tipo capsular D
tefiida con Ac. fosfotGngstico (Tincibn negativa). Las -
flechas indican las proyecciones parecidas a fimbrias -
sobre la superficle celular de la bacterta. 175,000 X.




DISCUSION

La adherencia de hacterias a superficies de tejidos tienen recientemente
una gran impertancia, como evento inicial en la patogénesis de infecciones
bacterianas (57),

En este campo. los estudios IN VITRO han demostrado ser una alternativa
mds para estudiar una enfermedad, efectos de varias condiciones de incubacidén
o de varias sustancias, farmacos entre otras cosas. Es asi que uno de los
objetivos preliminares a la realizacidn de esta investigacion, fue el
utilizar un métedo alterno a las investigacicnes IN VIVO, que nos pudiera
contestar algunas dudas sobre los factores que intervienen para que ge lleve
a cabo una infeccion o =nfermedad.

Con las técnicas de cultivo celular se trata de mantener las condiciones y
microambientes que presentan las células naturalmente, para asi poder evaluar
en la medida que nos sea posible la interaccion de la bacteria patégena con
1a célula hospedera.

Les resultados obtenidos con el uso del cultivo celular VERO muestran que
probablemente no sea un modelo ideal IN VITRO para pruechas de adherencia de

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

encontraron que para las cepas de P, multocida que ellos utilizaron la linea
celular VERO ocupa el segqundo mejor cultivo celular para pruebas de
adhcrenciar de ésta bacteria. Por lo cual se sugiere hacer mds pruebas de
adherencia con un mayor mimero de cepas adherentes de P. multocida, tomando
en cuenta las caracteristicas especiales que pudiera presentar cada cepa en
prueba. Puesto que por un lado unas presentan mayor adherencia como vl caso

del tipo capsular D (22 + 14) y otras presentan menor adherencia como el tipo



capsular A (19 + 8); resultados similares a los obtenidos por Bonilla (8) al
trabajar con células del tracto respiratorio superior de conejos portadores
de P. multocida indican que esto puede estar relacionado con el tipe de
cdpsula. También otrous autores han hecho notar que la capsula tipo A reduce
su adherencia, gquizas por su alta densidad de cargas que repele mAs a la
bacteria de la célula animal, o la cApsula puede enmascarar parcialmente la
adhesina o ambas cosas (45). La cdpsula de Acido hialurdnico (tipe A) no
parece jugar ningun papel cn la adherencia a la mucosa, pero si aumenta la
resistencia contra mecanismos de defensa del hospedero (51).

A diferencia de los resultados citados anteriormente, Glorioso y cols. (33)
encuentran que P. multocida tipo capsular A se adhiere 10 veces mds que el
tipo capsular D eﬁ cultivo celutar Hela (33).

Una de las explicaciones a estos resultados pudiera ser a la diferencia de
cepas utilizadas (diferencias genomicas), la cantidad de pruebas realizadas,
asi como el modelo IN VITRO y a la técnica misma de prueba de adherencia. Se
menciona esto en base en que al principio de esta investigacién no se
obtenian resultados satisfactox;ios que nos pudiera demostrar que si habla
adherencia. Es por eso que se hicieron algunas modificaciones a la técnica
presentada por Glorioso y cols (33). La mAs importante fue en no modificar el '
medio de cultivo en el cual P. multocida crecia bien y el tratamiento previo
a la prueba de adherencia se hizo con el mismo medio de crecimiento (caldo
infusion cerebro corazén) CICC. No se utilizaron soluciones de sales
balanceadas como Hank ¢ FBS, ya que al momento de hacer la pruebs se
cbservaron -algunos efectos de aglutinacién sohbre las bacterias. Una posible
explicacion pudiera ser que, como la bacteria se encontraba liofilizada y su

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



adaptarse al medioc de crecimiento y empezar a dividirse y si"se le cambia a
otra solucién en el que tenga diferente pH, las bacterias tienen que volver
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 condiciones del crecimiento que en alta tasa de
crecimiento se adhieren mds (80) y finalmente las fimhrias (pili). la capsula
y adhesinas bacterianas (6,50,62).

En 1a cepa 1252 del tipo casular A utilizada en este trabajo se observaron
fimbrias, por lo que se cree que pudiera tener relacién con su adherencia a
la 1linea celular VERO {Microcopia Electrénica con inclusién en Epon) por lo
cual se llega a la misma conclusion, que sefiala Glorioso. de que las cepas
de P. multocida que son adherentes poseen fimbrias y las cepas que no son
adherentes no llas:pos.een'l.c que sugiere que las fimbrias pudieran ser - el
organelo d-e adherencia de la bacteria (33,37).

Estas cbservaciones también las encontraron con diferentes bacterias,

Isaccson (41) en Escherichia coli K99 para el tejido intestinal ,porcino y
Guerina (34) con Haemophilus ;"pfluenzae a células de faringe humana.

En la cepa 1289 tipo capsular.D, se observaron estructuras semejantes a
fimixias 'de pequetio diametro de aproximadamente 5 nm, vistos por Microcopia
Electrdnica de Transmisién y por la técnica de tincién negativa.

Recientemente .'n'igo y Pijoan (59} mencionan la existencia de estructuras
parecidas a pilis en P. multocida tipo D aisladas de cerdos y concluyen que
la rinitis atrdfica fue asociada con las cepas piliadas toxigénicas que

pertenecian principalmente &l serotipo D. mientras que la neumonia es



producida por cepas no piliadas, no toxigénicas. el cual son principalmente

del serotipe A. Rebers (63} encontrd estructuras parecidas a pili por
Microscopia Electrénica de Transmision de P. multocida cepa P-1059 tipo
capsular A de origen aviar, ; menciona que la expresién de éstas estructuras
dependen de la temperatura de una manera gimilar a las reportadas para

Escherichia goli.

Pyliotis (61) no encontrd pili en P. multocida tipe capsular A de origen

bovino.

La adherencia de P. multocida a la linea celular VERO se debe a la
interaccioni de las fimbrias con N-acetil glucosamina del receptor de la
céluls hospedera (33.37).

Cabs mencionar que un factor importante es el glicocdlix de la bacteria,
aunque éste no fue el objetivo del trabajo, con las técnicas utilizadas no se
pudo observar., ya que hubijera sido interesante el visualiza- el glicocAlix y
fimbrias ta: como lo demostrd Douglas (27) para Pasgteurella haemolitica
proveniente de Pasteurelosis en bovinos.

P. multocida es una bacteria oportunista por lo tanto posee glicocdlix lo
cual  junio con las fimdwias facilita su adherencia a lasg células . ademdz de
protegerla contra los sistemas inespecificos de defensa del hospedero (19).

En las observaciones realizadas por Microzcopia Electrénica de Transmisién
s= encontrarcn muy pocas hacterias adheridas al cultivo celular VERO, por
est:  fue dificil obtensr mejores campos que nos demostravan une interaccion
intims d+ iz bacteria con la c#lula hospedera. Una explicacién de  este
pudiera ser que dadas las caracteristicas de la metodologia utilizada en la
Micrescopls Electrénica de Transmisién se perdieron las bacterias. puests

conu zenciona Jyh-Ping Hsu (39) en su modelc d= adherencia bacteriana, que el
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primer paso es una interaccion reversible, porgue el vinculo de 15 bacteria
es debil: aunado a los reactivos empleados en la técnica permitieron la
cbservacion de pocas bacterias adherides. Es importante mencionar que
diversos autores (32.59.63! gque han hecho ' Microscopia Electrdnica sobre
Pasteurella pultocida , 1o han llevado a cabo utilizando tinciones negativas
Yy contrastando algunos con acido fosfoturgstico, rojo de rutenio, ferritina
entre otros, pero casi no se ha efectuado sotre cultivo de tejidos utilizando
el proceso normal o de rutina con inclusidn en resina y contrastando con
acetato de uranilo y plomo. 3e menciona, esto porque es dificil obtener cortes
fincs donde exactamente esté la bacteria interaccionande con la célula
hospedera, ademas de que generalmente Se tienen problemas de que quede bien
incluido el cultivo celular en la resina. con base en estoe se han
desarrollado técnicas, cortando el plastico de la botella, el cultivo
ceiular y la resina al mismo tiempo (32). En este trabajo se encontrd  que
al desprender el plastico de la botella, quedaba unicamente el cultivo
incluido en la resina y sin ninguna alteracion.

La técnica de tincion negativa se hizo precisamente para confirmar 1la
presencia de las fimbrias en la bacteria, evitardo con estoe la apariencia de
“rasurado” que se obtuvo con la técnica anterior. Aqui si se chservaron laz
fimbrias alrededor de la célula bacterianz, s0lo que ésta técnica se empled
para el tipo capsular D y para encontrar si en realidad este tipo capsular
tenia un mecanismo de adherencia similar al tipo A. lo que di¢ como resultads
que efectivamente podi-ian ser fimhr-ias debide al didmetro v posicidn d=  las

mismas en la célula bacteriana,
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CONCLUSIONES

1.~ Las cepas de Pasteurella mpultocida tipos A y D aisladas del
tractc respiratorio superior del conejo muestran poca
adherencia a la linea celular VERO.

2.-1a cepa de P. multocida tipo capsular D tiene mayor
adherencia que el tipe capsular A a la linea celular VERO. -

3.- Las cepas de P. multocida tipos A y D tienen estructuras
extermas semejantes a . fimbrias, vistas por microscopia
electronica. *

4.- lLas fimhrias observadas de P. multocida tipes A y D podrian

ser el mecaniswo de adherencia para la linea celular VERO.
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