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RESUMEN

Pasteurella multocida, es una bacteria Gram negativa, miembro de la familia
Pasteurellaceae que forma parte de la microbiota orofaringea de diversos animales
domésticos y silvestres. Se le considera de importancia médica, y econémica ya
gue es un patdgeno oportunista que afecta diversos animales incluyendo al ser
humano. El presente trabajo tuvo como objetivo analizar el efecto de catecolaminas
(10-50 uM): epinefrina (E) y norepinefrina (NE); hormonas asociadas a la respuesta
al estrés en el hospedero. Se evalud el crecimiento bacteriano, patrones proteicos,
actividad proteolitica, formacion y dispersion de biopeliculas y union de rojo Congo
(RC) en P. multocida. Tanto E como NE favorecen el crecimiento de P. multocida
siendo mas evidente con NE a partir de las 3h de cultivo, en concentraciones de 30,
40 y 50uM para ambas hormonas. En los patrones de proteinas totales se observa
la disminucion de proteinas de 270, 180y 85 kDa, en presencia de NE y la expresion
de 3 bandas en el rango de 80-130 kDa con E. En los patrones de proteinas
secretadas, se aprecia la ausencia de una banda de 95 kDa y la expresion de una
de 20 kDa con NE y otra de 200 kDa con E. Una banda de actividad proteolitica de
52 kDa se observa con todas las concentraciones de NE pero disminuye con 20-30
UM en muestras de proteinas totales, mientras que con E esta actividad se
mantiene. Sin embargo, esta actividad proteolitica desaparece en muestras de
proteinas secretadas de cultivos con E y NE. La formacion de biopeliculas se
incrementa en presencia de NE y E de manera dosis dependiente; su dispersion se
ve inducida por NE (10-30 pM) pero E la induce de manera dependiente de
concentracion. Ambas hormonas, incrementan la uniéon de rojo Congo siendo mas
significativo con concentraciones con 20y 30 uM. Estos hallazgos sugieren que las
catecolaminas pueden regular la expresion de factores de virulencia en P.

multocida.

Palabras clave: Pasteurella multocida, epinefrina, norepinefrina, factores de

virulencia.
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INTRODUCCION

Generalidades

La familia Pasteurellaceae alberga un grupo de bacterias Gram negativas, que
exhiben una amplia diversidad morfolégica y biolégica. Estas bacterias, cuyo
tamarno oscila entre 0,3 y 1,0 um de ancho y 1,0 y 2,0 um de longitud, presentan
una forma de cocobacilo pleomaérfico que puede variar desde formas cocoides hasta
bacilos cortos o filamentosos. Ademas, se caracterizan por ser bacterias anaerobias
facultativas y no esporuladas, y se pueden encontrar tanto aisladas como en

agrupaciones, en parejas o cadenas cortas (INSST, 2022).

Dentro del género Pasteurella, se engloban actualmente unas 20 especies, en su
mayoria consideradas patdgenos de animales, pero que en determinadas
circunstancias pueden también causar infecciones en los seres humanos (Harper,
et al. 2006). A su vez, la especie Pasteurella multocida se subdivide en cuatro
subespecies; multocida, que incluye la especie tipo y otras tres gallicida, septica y
tigris (Boyce et al.,, 2010). La mayoria de las afecciones son producidas por
Pasteurella multocida, aunque también, con menor frecuencia, pueden afectar al ser
humano, Pasteurella canis, Pasteurella stomatis y Pasteurella dagmatis. (Harper, et
al. 2006).

Los aislados de P. multocida se clasifican basandose en una combinacion de
serotipado de polisacaridos capsulares, que distingue a los aislados en uno de los
cinco serogrupos capsulares: A (acido hialurénico), B (arabinosa, manosa y
galactosa), D (heparina), E (sin caracterizar) o F (condroitina). Estos a su vez, se
subdividen en 16 serovares distintos en funcion de sus lipopolisacaridos (LPS). Las
designaciones de los aislados incluyen una letra que indica el serogrupo capsular,
seguida de un numero que indica el serovar, por ejemplo, A:1, A:2, A:3, B:2, etc.
(Wilson & Ho, 2013).

11



Transmision

P. multocida es un patdégeno oportunista comun entre las poblaciones animales,
donde a menudo se encuentran como parte de la microbiota normal de los tractos
oral, nasofaringeo y respiratorio superior de perros, gatos y otros animales, asi
como de la mayoria del ganado y de los animales domésticos y salvajes, incluidos
los pollos, los pavos y otras aves salvajes, bovinos, bisontes, porcinos, conejos,
grandes felinos salvajes como tigres, leopardos, pumas y leones, cabras,
chimpancés, mamiferos marinos; focas, leones marinos, morsas e incluso dragones
de Komodo. (Wilson & Ho, 2013). Muchas especies de Pasteurella son patdégenos
oportunistas que pueden causar enfermedades endémicas y se asocian cada vez

mas a brotes epizooticos. (INSST, 2022).

La transmisién zoondtica a humanos suele producirse por mordeduras o rasgufios
de animales o contacto con secreciones nasales, siendo P. multocida el patégeno
gue con mayor frecuencia ha sido observado en infecciones humanas (Wilson,
citado en INSST, 2022). Estos microorganismos se conocen por su patogenicidad
en el entorno veterinario, pero han llegado a ser también una causa de enfermedad

zoondtica en seres humanos (Félix, et al. 2002).

En un mundo en el que la mayoria de las enfermedades infecciosas emergentes y
reemergentes son zoonoticas por naturaleza y en el que abundan nuestros
contactos con animales domésticos y salvajes, cada vez hay mas conciencia de la
posibilidad de que el ser humano adquiera enfermedades animales (Wilson & Ho,
2013).

P. multocida es capaz de infectar a un amplio espectro de mamiferos domésticos y
salvajes, aves y reptiles, asi como humanos (Zhongpeng, 2019). Las enfermedades
asociadas mas comunes en animales de importancia econdémica para la ganaderia
mundial incluyen el célera aviar en especies aviares, la septicemia hemorragica, la
enfermedad respiratoria bovina en rumiantes, la rinitis atréfica progresiva, la
pasteurelosis neumonica en cerdos, y el resfriado en conejos. En humanos, las

infecciones oportunistas resultantes de heridas por mordeduras o rasgufios son
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relativamente comunes, especialmente en personas de edad avanzada e
inmunocomprometidas, aunque la infeccion pulmonar cronica en humanos puede
resultar de la exposicion a secreciones mucosas de animales o mascotas con

colonizacion o infeccion respiratoria (Zhongpeng, 2019).

P. multocida es uno de los patdgenos mas importantes que infectan a los conejos,
provocando importantes pérdidas econdémicas en la cria comercial. Las patologias
respiratorias en las granjas cunicolas ocupan el segundo lugar en importancia, tanto
por su alcance sobre las pérdidas econémicas, como por el nUmero de animales
infectados y porcentaje de granjas afectadas. La transmision directa, de conejo a
conejo, puede ocurrir a través de aerosoles generados al estornudar o mediante
comederos y bebederos compartidos. La capacidad de diseminacion de las
bacterias juega un papel importante siendo uno de los factores epidemiolégicos mas
influyentes en la evolucion clinica del proceso, y tanto los duefios de las granjas,

como los veterinarios pueden actuar como vectores de transmision (Van et al, 2020).

Neumonia por pasteurelosis y rinitis atrofica

El sindrome predominante de la pasteurelosis en animales salvajes y domésticos
como los ya mencionados, se manifiesta como una enfermedad respiratoria,
afectando tanto las vias respiratorias superiores (rinitis) como las inferiores
(neumonia). Los sintomas pueden variar de leves a graves, incluyendo estornudos,
secreciones mucosas, rinitis leve, neumonia leve, dificultad respiratoria y fiebre.
Estos sintomas pueden progresar a enfermedades mas graves, como septicemia
hemorragica y rinitis atrofica, esta Ultima asociada con cepas toxigenas de P.

multocida.

P. multocida es a menudo endémica en colonias de conejos y manadas de cerdos,
causando principalmente rinitis y neumonia, cominmente conocida como "snuffles".
En los conejos, la pasteurelosis se considera una de las enfermedades mas
comunes y la tasa de prevalencia oscila entre el 4,3 y el 100%. (Yang et al, 2022).
En casos graves, los sintomas pueden evolucionar hacia rinitis atrofica, insuficiencia

renal, atrofia testicular y esplénica, y necrosis hepatica. En conejos, la rinitis atréfica
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también puede provocar pérdida de peso, retraso del crecimiento y, frecuentemente,
la muerte (Selva, et al. 2007). Los serotipos capsulares toxigenas serotipo D y
algunas cepas del serotipo A de P. multocida se asocian con sintomas mas graves
de rinitis atréfica en conejos, siendo el serotipo A mas prevalente en esta especie
(Wilson y Ho0,2013). Se sabe que en conejos se puede presentar una rinitis
exudativa que va de aguda a cronica, especialmente en animales desatendidos. En
algunos casos, puede provocar una neumonia supurativa fulminante. Esto esta
asociado con la colonizacion del tracto respiratorio superior por P. multocida,
principalmente tipo capsular A, sin embargo, el tipo D, también puede estar

presente, ya sea en combinacién con el tipo A, o solo (Selva et al, 2007)

El primer signo clinico de rinitis es una secrecidn nasal serosa, que progresa a una
secrecion mucopurulenta, a medida que aumenta la gravedad de la rinitis. Los
conejos con rinitis eventualmente se recuperan, sin embargo, en algunos conejos,
las bacterias se propagan a los pulmones, donde pueden causar una neumonia
lobular crénica localizada o una neumonia fibrinopurulenta grave y fulminante y
pleuritis, en cuyo caso los signos clinicos incluyen tos, fiebre, dificultad respiratoria
leve o grave y, finalmente, la muerte (Wilkie et al, 2012).

Factores de virulencia

Los genomas de P. multocida albergan muchos genes que codifican factores de
virulencia putativos que contribuyen a la patogenia de la bacteria. Estos incluyen la
capsula, LPS, fimbrias, toxinas (PMT), proteinas de adquisicion y regulacion de
hierro, hialuronidasa, enzimas involucradas en el metabolismo del acido sialico y
varias proteinas de membrana externa. Sin embargo, algunos genes de virulencia
se detectan solo en un numero limitado de aislamientos y, por lo tanto, se asocian
principalmente con tipos especificos de enfermedades y/o ciertas especies huésped
(Wilkie et al, 2012).

Para mejorar la supervivencia de P. multocida en el hospedador, varios factores son
cruciales: mecanismos de adquisicion de hierro que facilitan el crecimiento in vivo,

lipopolisacéaridos (LPS) de membrana que proporcionan resistencia sérica, capsula
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gue impide o previene la fagocitosis, componentes de superficie con propiedades
de adherencia, enzimas como la hialuronidasa, la neuraminidasa y las proteasas
gue degradan la matriz extracelular, favoreciendo la colonizacién y diseminacion.
Ademas, algunas cepas con alta capacidad de virulencia pueden presentar una
toxina dermonecrética (PMT), que causa rinitis atrofica y dermonecrosis y pueden

modular la respuesta inmunitaria (Wilson & Ho, 2013).

Por ejemplo, el tipo genotoxico esta presente Unicamente en cepas relacionadas
con la rinitis atrofica progresiva en cerdos, mientras que el gen tbpA (transferrin
binding protein A) ha sido reportado exclusivamente en aislamientos de origen
bovino y ovino. Varios genes o grupos de genes, identificados a través de técnicas
como mutagénesis por transposones y perfiles de expresion gendémica, han sido

considerados cruciales para entender la virulencia de P. multocida (INSST, 2022).

Céapsula

La capsula de P. multocida es una estructura hidrofilica que es crucial para la
virulencia de la bacteria, ya que inhibe la fagocitosis y la opsonizacién, que es la
marcacion mediada por complemento, impidiendo que el sistema inmune elimine de
manera eficaz a la bacteria. La pérdida de la capacidad de biosintesis de la capsula
da lugar a cepas altamente atenuadas, es decir que ha perdido gran parte de su
capacidad para causar enfermedad severa en comparacion con su forma original o

con otras cepas mas virulentas (Wilson & Ho, 2013).

La composicion de la cdpsula de P. multocida varia entre los serotipos. En el
serotipo A, la capsula esta compuesta principalmente de acido hialurdnico. Este
componente confiere a la capsula propiedades anti fagociticas, facilitando la

colonizacion del tracto respiratorio inferior en humanos. (Wilson & Ho, 2013).

Las capsulas de los serogrupos D y F estan compuestas por heparina y condroitina,
respectivamente. Aunque los componentes de polisacaridos capsulares de los tipos
D y F estan estrechamente relacionados, son quimicamente distintos del acido
hialurénico del tipo A. Por otro lado, la capsula del serotipo B consiste en

componentes de arabinosa, manosa y galactosa, mientras que la composicion de la
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capsula del serotipo E aun no ha sido caracterizada (Zhongpeng et al, 2019). La
presencia y la estructura especifica de la capsula en diferentes serotipos de P.
multocida son determinantes clave de su virulencia y capacidad para causar

enfermedad, reflejando su adaptacion a diferentes hospedadores y entornos.
Lipopolisacaridos (LPS)

Los lipopolisacéaridos (LPS) de P. multocida desempefian un papel crucial en su
virulencia al conferir resistencia al complemento sérico y proteger contra la
fagocitosis (Wilson & Ho, 2013). Los LPS de P. multocida se caracteriza por dos
glicoformas principales, designadas como tipo A y tipo B, que cambian en la
estructura de su ndcleo interno, pero comparten un nucleo externo en comun. Este
polisacarido complejo, compuesto por un extremo de lipido A hidrofébico y un
esqueleto de oligosacarido de nucleo interno y externo, ayuda a la resistencia y
adaptabilidad de P. multocida en diferentes entornos hospedadores (Zhongpeng et
al, 2019). Los LPS de P. multocida no solo son importantes para evitar la respuesta
inmunitaria del hospedador mediante la resistencia al complemento, también juegan

un papel crucial en la especificidad de la infeccién segun el serovar.

Proteinas de membrana externa (OMP)

Las proteinas de membrana externa (OMP), son esenciales para las bacterias,
representando entre el 20 y 30 % de todos los genes bacterianos y
aproximadamente el 50 % de la masa total de la membrana externa. Sin embargo,
de las OMP conocidas para las bacterias, s6lo se han resuelto proteinas

pertenecientes a unos 25 grupos estructurales distintivos (Hatfaludi et al, 2010).

En P. multocida, las OMP juegan roles cruciales en la adquisicion de nutrientes, el
transporte de moléculas y iones y las interacciones bacteria-huésped. Estas OMP
se clasifican en varias categorias funcionales, incluyendo proteinas estructurales,
de transporte, de unidn, adhesinas, maquinaria de ensamblaje de proteinas y

enzimas asociadas a la membrana (Zhongpeng et al, 2019).
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Adquisicién de hierro

La adquisicion de hierro es crucial para la supervivencia y patogenicidad de P.
multocida. Esta bacteria ha desarrollado multiples mecanismos para captar hierro
del huésped debido a la limitada disponibilidad de hierro libre in vivo. El analisis del
genoma de P. multocida PM70 mostré que mas del 2,5 % de sus genes codifican

proteinas relacionadas con la captacién de hierro (Harper et al, 2006).

P. multocida produce proteinas de membrana externa reguladas por los niveles de
hierro, conocidas como IROMPs, que son importantes para la inmunidad de

proteccion cruzada en el huésped (Zhongpeng et al, 2019).

Un componente clave en la adquisicion de hierro es el receptor de transferrina TbpA,
presente en algunos aislamientos bovinos y ovinos de P. multocida. La capacidad
de P. multocida para adquirir hierro a través de estos sistemas es fundamental para
su patogenicidad y especificidad de huésped, permitiendo infectar a mudltiples
especies (Wilson & Ho, 2013).

Fimbrias y adhesinas

Las fimbrias y adhesinas son componentes clave en el proceso de adhesion de las
bacterias a las células del huésped y a las superficies, siendo un proceso
fundamental para la infecciébn bacteriana. En el caso de P. multocida, se han
identificado muchos genes, incluidos ptfA, fimA, flpl, flp2, hsf 1 y hsf 2, que
codifican proteinas similares a las fimbrias o fibrillas de otras bacterias. Las fimbrias,
también conocidas como pili de tipo IV, se han reportado en varias cepas de P.
multocida del serotipo A que pueden adherirse al epitelio de la mucosa. Estas
estructuras fimbriales, aisladas y caracterizadas en los serotipos A, By D de P.
multocida, estan asociadas con la virulencia en otras bacterias debido a su papel en

la adhesion a las superficies celulares del hospedador (Harper et al, 2006).

La adhesion a las células del huésped y a las proteinas de la matriz extracelular es

un requisito fundamental para las infecciones bacterianas, y las adhesinas que
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median dicha adhesion son factores potenciales de virulencia. Muchas bacterias
producen multiples adhesinas para asegurar su adherencia y posterior infeccion.
Por ejemplo, Haemophilus influenzae expresa adhesinas como Hap y Hia/Hsf, que
facilitan la unioén a las células del huésped. Estas adhesinas permiten a las bacterias
colonizar y establecer infecciones en los tejidos del huésped, lo que resalta su

importancia como factores de virulencia esenciales (Hatfaludi et al, 2010).

Biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades complejas de microorganismos que se adhieren
mayoritariamente a superficies y estan encapsuladas en una matriz extracelular
autogenerada. Estas estructuras pueden formarse en una variedad de ambientes.
Una caracteristica clave de las biopeliculas es su capacidad para proteger a los
microorganismos que forman parte de ellas, de condiciones adversas, como la
desecacion, la accion de agentes antimicrobianos y la respuesta del sistema inmune
del huésped. Esta proteccion se debe en gran medida a la matriz extracelular, que
esta compuesta por polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos. La matriz no solo
protege a las células bacterianas, sino que también facilita la comunicacién entre
ellas a través de un proceso conocido como "quérum sensing”, el cual permite a las
bacterias coordinar sus actividades en funcién de la densidad celular (Garcia et al,
2020)

Un aspecto importante de las biopeliculas es su formacion en etapas. Inicialmente,
las bacterias plancténicas se adhieren a una superficie mediante fuerzas fisicas y
adhesinas especificas. Una vez adheridas, comienzan a proliferar y producir la
matriz extracelular, formando micro colonias. A medida que la biopelicula madura,
se desarrolla una estructura tridimensional compleja con canales que permiten la
circulacién de nutrientes y desechos. Finalmente, en una fase de dispersion,
algunas células bacterianas pueden abandonar la biopelicula para colonizar nuevas

superficies (Flemming & Wingender, 2010)
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Comunicacion intercelular Quérum sensing

El funcionamiento eficiente para la supervivencia de las especies microbianas
depende en gran medida de la comunicacion intercelular conocida como quorum
sensing (QS), que es uno de los sistemas reguladores mas importante para las
bacterias. Este sistema permite la transferencia de informacién entre células
individuales mediante vias de sefalizacion quimicas, conocidas como
autoinductores (Al) o feromonas de deteccion de quorum. Estas moléculas de
sefializacion son esenciales para la coordinacion de diferentes eventos que resultan
vitales como: la patogenicidad, la formacion de biopeliculas, la biosintesis de
pigmentos y antibidticos, y la adquisicion de competencia entre bacterias Gram

negativas y Gram positivas (Yajima, 2016)

El QS facilita la comunicacién entre microrganismos dentro de las biopeliculas sean
0 no de la misma especie bacteriana, permitiéndoles una interaccion quimica para
una respuesta a cambios ambientales de manera coordinada, similar a los
organismos multicelulares. Las bacterias sintetizan y exportan autoinductores, y una
vez que estas moléculas han alcanzado una determinada concentracion, las
bacterias perciben su presencia y se activa una cascada de sefializacion activando
cambios en la expresion genética y el comportamiento dentro de las biopeliculas.
Esta cascada de sefializacion promueve simultaneamente la expresion masiva de
factores de virulencia y patogenicidad, beneficiando a la poblacién bacteriana en
conjunto (Prazdnova et al, 2024)

Las bacterias monitorean su propia densidad de poblacion detectando la densidad
vecina de estos compuestos de sefal difusibles. La concentracion de la feromona
QS se mantiene en un nivel bajo cuando la densidad celular es baja. Por otro lado,
cuando la concentracion de la feromona QS alcanza niveles umbral con una alta
densidad celular, los organismos exhiben un comportamiento cooperativo al

coordinar su expresion genética y activar una respuesta (Yajima, 2016).

Es importante mencionar que el QS varia entre bacterias Gram negativas y Gram

positivas. Las Gram negativas utilizan moléculas de acilhomoserin lactonas para la
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comunicacion intraespecifica, mientras que las Gram positivas utilizan péptidos para
la transduccion de sefiales intercelulares. Existe también un tercer sistema de
transduccion de sefiales, comin en ambos tipos de bacterias, basado en un
derivado de la 4,5-dihidroxi-2,3-pentanodiona (DPD), conocido como autoinductor-
2 (Al-2) (Prazdnova et al, 2024).

Ademas, la comunicacion intercelular no se limita a bacterias de la misma especie,
puede existir comunicacion entre diversas especies a través de Al-2 y esta
comunicacion también puede involucrar a otros reinos, facilitando la interaccion y
coordinacion entre diferentes especies microbianas y sus huéspedes. Por ejemplo,
algunas bacterias pueden comunicarse con otros microorganismos como hongos y
arqueas mediante sefiales quimicas, y ciertos patdégenos pueden interferir con las
sefiales hormonales del hospedador para manipular el sistema inmune y promover
Su propia supervivencia o desencadenar procesos como la esporulacion o la
formacion de cuerpos fructiferos (Yajima, 2016), por ejemplo algas verdes del
género Enteromorpha interactian con cepas de Vibrio anguillarium productoras de
son moléculas Al como AHL (N-acil-homoserin lactonas), durante la formacién de
biopeliculas (Garcia et al, 2020).

Catecolaminas; Epinefrinay norepinefrina

El término «catecolamina» (CA) designa a todos los compuestos que contienen el
grupo catecol (ortodihidroxibenceno) y una cadena lateral con un grupo amino: el
ndcleo catecol. Las catecolaminas de importancia fisiolégica son la dopamina (DA),
noradrenalina o norepinefrina (NE) y adrenalina o también epinefrina (E). Las
catecolaminas son sintetizadas a partir del aminoéacido tirosina. La epinefrina es
sintetizada y almacenada en la médula adrenal y liberada hacia la circulacion
sistémica. La noradrenalina es sintetizada y almacenada no solamente en la médula
adrenal, también en los nervios simpaticos periféricos (Gutiérrez-Garcia & Sanchez-
Ocampo, 2016).

Las catecolaminas son conocidas como mediadores de la respuesta al estrés por

su relacion con el sistema inmune. La respuesta al estrés esta controlada por el
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sistema nervioso central (SNC) y la coordinacion que éste ejerce sobre los tres

sistemas encargados de mantener la homeostasis; autbnomo, endocrino e inmune.

La exposicion de un organismo a situaciones desafiantes activa ciertas células
nerviosas en la médula espinal, conocidas como neuronas preganglionares
simpaticas. Estas neuronas liberan noradrenalina. Ademas, la estimulacion del
sistema nervioso simpatico también motiva a las células cromafines a liberar
adrenalina en la sangre. La adrenalina, por su parte, provoca cambios en el cuerpo,
incrementa la velocidad del corazén y de la respiracion, y dirige mas sangre hacia
los musculos, preparando a los organismos para dos posibles respuestas: luchar o
huir ante una situacion desafiante. En momentos de estrés, tanto las hormonas
glucocorticoides como las catecolaminas son liberadas en el cuerpo. Estas
hormonas tienen un papel en la regulacion del sistema inmunolégico, ayudando a
mantenerlo en equilibrio y también para influir en el sistema inmunoldgico (Gomez
& Escobar, 2006).

En la comunicacion Inter reino, comunicaciéon hospedero-parasito, participan
moléculas liberadas por el hospedador o por el patégeno. Estas moléculas son de
una amplia gama, incluidas estan las hormonas, tanto sexuales como del estrés
(Yajima, 2016).

ANTECEDENTES

Rea Hernandez en 2022, realizé un estudio acerca del efecto de la epinefrina y
norepinefrina sobre la expresion de factores de virulencia en Gallibacterium anatis,
biovar hemolytico y no hemolitico; obteniendo que la presencia de epinefrina o
norepinefrina en concentraciones de 10 a 50 uM en el medio de cultivo, favorecen
el crecimiento de ambos biovares, aunque no significativamente el de la no-
hemolitica. La presencia de hormonas provocé una disminucién en la formacion de
biopelicula en ambas cepas y la expresion de probables factores de virulencia de

G. anatis, indicando que esta bacteria responde al estrés de su hospedador.
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Yang, y colaboradores en 2022, realizaron un estudio de patogenicidad,
colonizacion y respuesta inmune innata a Pasteurella multocida en conejos,
observaron que los sintomas clinicos evidentes de los conejos fueron disnea severa
y liquido nasal seroso. Durante el curso de la enfermedad, las muertes alcanzaron
su punto maximo dos dias después de la infeccidn y la tasa de mortalidad fue del
60%. Concluyendo que P. multocida puede replicarse rapidamente en diversos
tejidos del conejo y causar bacteriemia después de la infeccion. Sugieren que las
vias de sefalizacién de los TLR (toll-like receptors) se activaron después de la
infeccion por P. multocida, induciendo significativamente la expresion de citocinas
proinflamatorias, que podrian ser la principal causa de inflamacion respiratoria y

septicemia.

Yang y colaboradores en el 2021 determinaron que eliminando gseC de Pasteurella
multocida se produce una baja de la virulencia y se promueve la proteccion cruzada
al usar esta cepa mutante en ensayos de inmunizacion cruzada. Ellos trabajaron
con nueve cepas diferentes, ademas de construir una cepa complementaria y
mutante, obteniendo que la mutante habia reducido significativamente su
produccion de capsula, pero habia aumentado la resistencia al estrés oxidativo y la
presidbn osmotica. La eliminacion de gseC también condujo a un aumento
significativo en la expresion de gseB. El analisis de secuenciacion del transcriptoma
mostré que 1245 genes estaban regulados por gseC. Finalmente, indicaron que
QseC regula la produccion capsular y la virulencia en P. multocida.

Bautista Betancourt en 2020 estudio el impacto NE y E en la expresion de proteinas
en Actinobacillus seminis. Ella trabajé con tres cepas (una de referencia y dos
aislados de campo (A4 y A8)) y observo que el crecimiento no es afectado por la
presencia de las hormonas, pero los patrones de proteinas mostraron diferencias
generadas por las hormonas, estas diferencias también fueron evidentes en el
reconocimiento inmune usando un suero de borrego con epididimitis. La presencia
de hormonas afectd la formacion de biopeliculas e indujo la dispersion de las
biopeliculas previamente formadas; la E provoc6 una disminucion del 50% en la

formacion de la biopelicula de la cepa ATCC y un 40% en las cepas A4y A8.
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Wilkie y colaboradores en 2012, realizaron un estudio sobre la patogénesis y
enfermedades de P. multocida, concluyendo que, gracias a las propiedades
bioquimicas y seroldgicas de dicha bacteria, es que pueden ser responsables de los
sindromes causados. Ademaés, gracias a los nuevos sistemas de manipulacion
genética se puede tener un mayor entendimiento en los factores de virulencia que

son empleados en esta bacteria.

Belay y Sonnenfeld 2002, analizaron el efecto de las catecolaminas en cuatro
bacterias: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, y
Staphylococcus aureus, encontrando que la dopamina o el isoproterenol inducen un
marcado aumento en su crecimiento, en comparacion con los controles, mientras
gue la dopamina solo favorece el crecimiento de P. aeruginosa y K. pneumoniae,
mientras que la epinefrina y el isoproterenol mejoran el crecimiento, aunque en

menor medida, de E. coli.

Belay y colaboradores, 2003 examinaron los efectos de las catecolaminas en el
crecimiento in vitro de seis especies bacterianas: Porphyromonas gingivalis,
Bacteriodes fragilis, Shigella boydii, Shigella sonnie, Enterobacter Sp y Salmonella
choleraesuis. El estudio indic6 que la suplementacion de cultivos bacterianos en
medio minimo con norepinefrina o epinefrina no resultd en un mayor crecimiento de
bacterias. Controles positivos de E. coli con catecolaminas resultaron en un mayor
crecimiento de esa especie bacteriana. Por lo que, aunque la respuesta al estrés
parasimpéatico del huésped puede contribuir a la patogénesis de algunas bacterias,
como E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa, se muestra una capacidad diferencial

de las catecolaminas para mejorar el crecimiento bacteriano in vitro.

JUSTIFICACION

P. multocida es un patégeno oportunista capaz de infectar una amplia variedad de
organismos, causando diversas afecciones en el sistema respiratorio, ademas de
presentar importancia econdmica y afectar al sector salud por ser una enfermedad

de transmision zoondtica. Este microorganismo podria presentar diferentes
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respuestas ante el estrés de su hospedero, produciendo modificaciones en su

potencial patogénico.

HIPOTESIS

El cultivo de P. multocida en medios con diferentes concentraciones de
catecolaminas; epinefrina y norepinefrina, favorecera su crecimiento e inducira un

cambio de la expresion de factores de virulencia de dicha bacteria.

OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de la Norepinefrina (NE) y la Epinefrina (E) en el crecimiento y

la expresidn de factores de virulencia en P. multocida

Particulares

o Evaluar el efecto de NE y E sobre el crecimiento de P. multocida.

o Evaluar los cambios en los patrones de proteinas y la actividad proteolitica
de proteinas totales y secretadas de P. multocida en presencia de NE y E.

o Determinar el efecto de NE y E en la formacién y dispersion de biopelicula
de P. multocida.

o Evaluar la capacidad de unién del colorante rojo Congo por P. multocida en
presencia de NE y E, como indicativo de posible presencia de proteinas

amiloides.

METODOLOGIA

Crecimiento bacteriano

Se trabajé con una cepa de P. multocida aislada de conejo con problemas
respiratorios, que fue sembrada en agar Brain-Heart infusién (BHI) para su
crecimiento. Las catecolaminas se emplearon en concentraciones de 10 uM, 20 uM,
30 uM, 40 pM y 50 pM.
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Para evaluar el efecto de E o NE en el crecimiento de P. multocida, se inocularon
tubos con medio BHI con un inéculo al 1%. Se afiadieron las hormonas y se
realizaron lecturas espectrofotométricas a 600 nm cada hora durante 24 horas hasta
alcanzar una fase estacionaria. Los ensayos se replicaron por triplicado (Ramirez,

2022).

Obtencion de proteinas totales

Se llevo a cabo una centrifugacion de los cultivos de 24 horas durante 25 minutos a
10,500 rpm. Las pastillas celulares se suspendieron con 500ul de HEPES 20mM pH
7.4 y lisozima 10 mM y se dejé incubar durante 1 hora a 37°C con agitacion.
Posteriormente, las muestras se sonicaron durante siete minutos, con ciclos de 15
segundos de pulso por 10 segundos de reposo. Posterior a esto, se realizé una
segunda centrifugacion a 13,400 rpm durante dos minutos para recuperar el

sobrenadante que contenian las proteinas totales (Bautista-Betancourt, 2020).

Obtencion de proteinas secretadas

Estas se recuperaron a partir del sobrenadante de cultivo libre de células, utilizando
como agente precipitante sulfato de amonio con una saturacién al 60% colocandolas
en refrigeracion por 12 horas. Posteriormente fueron centrifugadas 25 minutos a
10,500 rpm, desechando el sobrenadante y suspendiendo la pastilla en un volumen
proporcional de Buffer PBS 1x (Bautista-Betancourt, 2020).

Cuantificaciéon de proteinas

Con el fin de determinar la concentracion de proteina de las muestras, la
cuantificacion de proteinas se realiz6 por el método de Bradford (Bautista-

Betancourt, 2020).

Electroforesis

Con el fin de determinar los posibles cambios en los patrones de proteina de P.
multocida crecida en presencia de diferentes concentraciones de hormonas, se
realizo la separacion electroforética de las muestras en geles de poliacrilamida SDS-
PAGE al 10% cargando 10 ug/ml. (Rea Hernandez, 2022)
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Zimograma

Para determinar la expresion de actividades proteoliticas se realizaron zimogramas
en gel de poliacrilamida al 10% copolimerizado con gelatina porcina al 0.1%,
posteriormente a la separacion electroforética, los geles serdn incubados en
agitacion durante 1 hora con una solucion de Tritén X-100 al 1.5%, seguidamente
los geles fueron incubados en Tris-HCI 20 mM pH 7.4, CaCL2, 10 mM durante una
noche a 37°C (Rea Hernandez, 2022). Los geles se tifieron con azul de Coomassie,
el exceso de colorante fue eliminado con una solucion de acido acético al 10%
(Negrete et al. 1999).

Formacion de biopeliculas

Para evaluar los efectos de la N y E sobre la formacion de biopelicula, se realizaron
precultivos de la cepa en medio BHI y se ajustaron a una densidad Optica de 1.0 a
600 nm. La formacion de biopeliculas fue inducida en placas de microtitulacion de
poliestireno de 96 pocillos, llenados con medio BHI e inoculados con la cepa. La
placa se incub6 a 39°C durante 48 horas. Se utiliz6 medio sin células como blanco
y cultivos sin hormonas como control negativo (Garcia et al, 2020).

Tras la incubacion, se retir6 el medio de los pozos y se fijé la biopelicula con
metanol. Se adicion6 a cada pozo cristal violeta al 1% durante 15 minutos. El exceso
de colorante se eliminé con agua corriente. Luego se afadio acido acético glacial al
30% y se incubd durante 30 minutos para recuperar el colorante absorbido por las
células. Las muestras se diluyeron 1:5 con acido acético glacial al 30%, y la
densidad 6ptica se determiné en un lector de placas a 630 nm (Fredheim et al.,
2009).

Dispersién de biopeliculas

La placa se incub6 por 24 horas a 37°C. Una vez formada la biopelicula, se retir6 el
medio y se sustituyo por una solucion de agua estéril con las concentraciones de
catecolaminas utilizadas previamente. La placa se incubo por 30 minutos a 37°C. El
procesamiento de la placay las lecturas se realizaron de la misma manera como se

describié previamente (Bautista-Betancourt, 2020).
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Unién Rojo Congo

A partir de un cultivo de 24 horas a 37 °C, se realizd una suspension bacteriana
ajustando la densidad optica a 1.0 (£ 0.2) a 600 nm. Se tomaron alicuotas de 1 ml
de esta suspension, las cuales se centrifugaron a 13,300 rpm durante 2 minutos. La
pastilla resultante se homogeniz6 con PBS / RC (50 pg /ml) manteniéndola en
agitacion constante durante 30 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 13,300
rpm durante 5 minutos para recuperar los sobrenadantes. La absorbancia se midié
a 480 nm interpolando los datos en una gréfica para su analisis (Montes-Garcia,
2015).

RESULTADOS

Cinética de crecimiento

El crecimiento de la cepa de P. multocida aislada de conejo incrementé de manera
exponencial con todas las concentraciones de NE (10-50uM) respecto al control,
siendo mas evidente este crecimiento con las concentraciones de 30, 40 y 50uM
(Figura 1). E también indujo un crecimiento exponencial, siendo las concentraciones

de 40 y 50uM las que provocaron un mayor incremento en el crecimiento (Figura 2).
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FIGURA 1. Cinética de crecimiento de la cepa de P. multocida sin adiciones

(Control) o con norepinefrina (NE).
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FIGURA 2. Cinética de crecimiento de la cepa de P. multocida sin adiciones

(Control) o con epinefrina (E).

Patrones de proteinas totales y proteinas secretadas

En el patron de proteinas de extractos totales de cultivos en presencia de NE (Figura

3), se observa una disminucion de bandas de 260 y 170 kDa en concentraciones de

40 y 50uM, también de bandas de 100 kDa con concentraciones de 30 a 50uM, y

de bandas 25 y 30 kDa con concentraciones de 30 y 40uM.
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FIGURA 3. Patron de proteinas totales de P. multocida en gel SDS-PAGE al 10%
en presencia de NE (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10uM, (4) 20uM, (5) 30uM,
(6) 40uM y con (7) 50uM. Las flechas sefalan los cambios observados.

El patrén de proteinas de extractos totales donde se afiadio E induce la expresion
de bandas de 125, 115y 105 kDa a las concentraciones de 20 a 40uM, ademas de
la expresion de bandas de 40 y 25 kDa con 10 pM (Figura 4).
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FIGURA 4. Patron de proteinas totales de P. multocida en gel SDS-PAGE al 10%
en presencia de E . (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10uM, (4) 20uM, (5) 30uM,

(6) 40uM y con (7) 50uM. Las flechas sefialan los cambios observados.

En el patrén de proteinas secretadas de cultivos en presencia de NE (Figura 5), se
observa una ausencia de bandas de 260 y 170 kDa con 10 y 30 yM. Mientras que
en los patrones de proteinas secretadas en presencia de E se observaron cambios
en bandas de 260, 37 y 30 kDa con 20 y 50uM (figura 6).
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FIGURA 5. Patron de proteinas secretadas de P. multocida en gel SDS-PAGE al
10% en presencia de NE. (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10uM, (4) 20uM, (5)

30uM, (6) 40uM y con (7) 50uM. Las flechas indican los cambios observados.
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FIGURA 6. Patron de proteinas secretadas de P. multocida en gel SDS-PAGE al
10% en presencia de E. (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10uM, (4) 20uM, (5)

30uM, (6) 40uM y con (7) 50uM. Las flechas indican los cambios observados.

Zimogramas

En los zimogramas, se observé actividad proteolitica en presencia de ambas

hormonas con muestras de proteinas totales. La adiciébn de NE en concentraciones

de 20-30 yM disminuye la banda de actividad proteolitica de 45 kDa, siendo mas

evidente con 20 pM (Fig. 7)

33



M C 10pM  20pM 30pM  40pM  50uM

260 kDa

170 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

60 kDa

45 kDa

35 kDa

25 kDa

15kDa

1 2 3 4 5 6

FIGURA 7. Zimograma 10% con gelatina porcina 1% de proteinas totales de P.
multocida en presencia de NE. (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10uM, (4) 20uM,

(5) 30uM, (6) 40uM y con (7) 50uM. Las flechas indican los cambios observados.

Por el contrario, en presencia de E todas las muestras presentaron un aumento en

la actividad proteolitica respecto al control en la banda de actividad de 45 kDa. Con

30 uM se aprecia actividad proteolitica a 170 kDa (Figura 8).
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FIGURA 8. Zimograma 10% con gelatina porcina 1% de proteinas totales de P.
multocida en presencia de E. (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10uM, (4) 20uM,
(5) 30uM, (6) 40uM y con (7) 50uM. La flecha indica los cambios observados.

La presencia de las catecolaminas tuvo efectos adversos en los zimogramas de
proteinas secretadas. En presencia de NE, aunque se observa actividad proteolitica

a 40 kDa, no se observaron cambios (Figura 9).
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FIGURA 9. Zimograma con gelatina porcina 1% de proteinas secretadas de P.

multocida en presencia de NE. (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10uM, (4) 20uM,
(5) 30uM, (6) 40uM y con (7) SOuM.

Sin embargo, la actividad proteolitica a 50 kDa se ve inhibida en todas las

concentraciones por la presencia de E. Bandas de actividad proteolitica de 40 kDa
disminuyen en presencia de 50 uM (Fig. 10)

36



260 kDa

170 kDa
130 kDa

100kDa
70 kDa

60 kDa

1 2 3 4 5 6 7

FIGURA 10. Zimograma con gelatina porcina 1% de proteinas secretadas de P.
multocida en presencia de E. (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10uM, (4) 20uM,
(5) 30uM, (6) 40uM y con (7) S0uM. Las flechas indican los cambios observados.

Formacion de biopeliculas

La adicion de NE indujo un aumento de la formacion de biopelicula de una manera

dosis dependiente siendo mas evidente a 50uM (Figura 11).

Un efecto similar fue observado con la adicién de E con 40 y 50uM presentando un

aumento mas significativo respecto al control (Figura 12).

37



Formacion de biopelicula de P. multocida con norepinefrina

4.0

3.5

3.
2.
2.
1.
1.
0.
0.0

Control 10uM 20puM 30uM 40uM 50uM

Absorbancia 630 nm
o Ul o (6, ] o

]

FIGURA 11. Formacion de biopelicula de P. multocida en presencia de
norepinefrina. Sin adiciones (Control) o con 10, 20, 30, 40, 50 uM NE.

Formacion de biopelicula de P. multocida con epinefrina
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FIGURA 12. Formacion de biopelicula de P. multocida en presencia de epinefrina.
Sin adiciones (Control) o con 10, 20, 30, 40, 50 uM de E.
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Dispersion de biopeliculas

La dispersion de biopelicula en presencia de NE disminuye conforme se incrementa
la concentracion de la hormona (Figura 13). En presencia de E la dispersion de la
biopelicula es dependiente de la concentracion, aunque entre 30-50 uM, el

porcentaje de dispersion se mantiene (figura 14).

Dispersion de biopelicula de P. multocida en presencia de
norepinefrina

3.5

3.0
2.
2.0
1.
1.0
0.
0.0

10pM 20uM 30uM 40pM 50uM

(6]

Absorbancia 630nm
(9]

(9]

FIGURA 13. Dispersion de biopelicula de P. multocida en presencia de
norepinefrina. Sin adiciones (Control) o con 10, 20, 30, 40, 50 uM de NE.
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FIGURA 14. Dispersion de biopelicula de P. multocida en presencia de epinefrina.
Sin adiciones (Control) o con 10, 20, 30, 40, 50 uM de E.

Union a Rojo Congo

Tanto la presencia de norepinefrina, como de epinefrina, favorecen la union del
colorante rojo Congo, siendo mas absorbido a 20 y 30uM de NE (figura 15), mientras
que una cantidad similar de colorante RC fue unida en presencia de 10-40uM

epinefrina (figura 16).
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norepinefrina
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FIGURA 15. Capacidad de unién al colorante rojo Congo en presencia de

norepinefrina. Sin adiciones (Control) o con 10, 20, 30, 40, 50 uM de NE

Uniédn Rojo Congo de P. multocida en presencia de
epinefrina
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FIGURA 16. Capacidad de unién al colorante rojo Congo en presencia de

epinefrina. Sin adiciones (Control) o con 10, 20, 30, 40, 50 uM de E.
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DISCUSION

P. multocida es un importante patdégeno oportunista tanto humano como veterinario,
siendo uno de los patdgenos con mayor relevancia que infectan a conejos en
México, llegando a provocar importantes pérdidas en la cria comercial (Cervantes
et al, 2019). Las infecciones por este patdgeno presentan diversas formas clinicas
incluyendo rinitis, otitis y neumonia siendo las formas mas comunes de observar

ademas de metritis mastitis y abscesos.

Las patologias respiratorias en las granjas cunicolas ocupan el segundo lugar en
importancia tanto por su alcance en pérdidas econémicas, en granjas afectadas,
como en el nimero de animales infectados. Se considera que la pasteurelosis esta
relacionada con factores ambientales, como la temperatura, humedad, ventilacion,
mismos que suelen ser factores estresantes para los animales (Van et al, 2020).
Los conejos de granja son animales muy sensibles al estrés, agentes patdogenos y
a cualquier factor que altere su entorno, ya que afecta negativamente su sistema

inmunoldgico, haciéndolos mas susceptibles a infecciones (Selva et al, 2007).

Los efectos del estrés sobre el funcionamiento normal del sistema inmunolégico y
la patogénesis de las enfermedades infecciosas han recibido considerable atencion
en los dltimos tiempos ya que se ha observado que las interacciones entre los
sistemas neuroendocrino e inmunologico desempefian un papel importante en la
determinacion de la supervivencia de los microorganismos (Belay et al, 2003). Se
ha descrito que las hormonas del estrés participan en la promocion de la infeccion
ya que los agentes microbianos pueden aprovechar las catecolaminas como
epinefrina y norepinefrina, producidas por el huésped, para mejorar su crecimiento

y virulencia bacteriana (Belay & Sonnenfel, 2002)

La exposicién al estrés provoca una elevacion de la actividad del sistema nervioso
simpatico y excita las células cromafines de la médula suprarrenal, lo que conduce
a una mayor liberacion de catecolaminas, como la epinefrina, la dopamina y la
norepinefrina (Boyanova, 2017). Este incremento de hormonas no solo contribuye
a la respuesta adaptativa del organismo, sino que también puede incrementar la
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virulencia de patdégenos al proporcionar un ambiente mas favorable para su

crecimiento y supervivencia.

Por ende, las catecolaminas liberadas en respuesta al estrés pueden afectar el
crecimiento de las bacterias anaerobicas de manera diferente, ya que pueden
inducir un aumento en el nUmero de bacterias, inhibir su crecimiento o no producir
cambios detectables en algunas cepas. Ademas, el efecto de las catecolaminas
pueden ser dosis—dependiente, ejerciendo efectos directos sobre algunas bacterias
anaerodbicas (Boyanova, 2017). De manera similar, las bacterias aerébicas también
pueden responder a las catecolaminas con variaciones en su crecimiento y
virulencia, dependiendo de la especie y las condiciones del entorno. Algunos
estudios han demostrado que las catecolaminas pueden estimular el crecimiento de
bacterias aerébicas como Pseudomonas aeruginosa, aumentando su capacidad de

formar biopeliculas y su resistencia a antibioticos (Belay & Sonnenfeld, 2002).

Para evaluar si las catecolaminas promueven la expresion de factores de virulencia,
se han realizado diferentes experimentos tanto para P. multocida como para otras
bacterias. En el presente trabajo se indica que la NE y la E tienen un efecto
significativo en el crecimiento de la cepa de P. multocida aislada de conejo, lo que
coincide con estudios anteriores que demuestran que las catecolaminas, como la
norepinefrina y la epinefrina, pueden estimular el crecimiento de bacterias Gram
negativas. Investigaciones anteriores como la de Belay y Shenenfeld, (2003)
correlacionan las altas concentraciones de norepinefrina con un crecimiento
excesivo de Escherichia coli en animales bajo estrés, sugiriendo que las hormonas
del estrés pueden afectar las defensas inmunoldgicas del huésped. También, se ha
demostrado que las catecolaminas pueden inducir la produccién de factores de
virulencia. Ya que norepinefrina puede inducir un aumento de crecimiento de E. coli
que puede ser clave en una infeccion. Es importante mencionar que la respuesta
bacteriana ante las catecolaminas es especifica de cada especie, ya que
comparando los resultados del presente trabajo con el trabajo realizado por Belay y
colaboradores, (2002) el crecimiento de Enterobacter sp., Salmonella choleraesuis,

y Shigella boydii no se vio significativamente afectado por estas hormonas.

43



Los resultados obtenidos, concuerdan con estudios previos que muestran que las
catecolaminas pueden influir en los patrones de proteinas de las bacterias.
Comparando con un estudio similar realizado por Rea Hernandez, (2022) en G.
anatis, se observan similitudes y diferencias en los efectos de las catecolaminas en
las proteinas. Aunque las bacterias estudiadas son diferentes, ambas pertenecen a
la familia de las Pasteurellaceae, lo que indica que las catecolaminas parecen
afectar de manera especifica los patrones proteicos. Por otro lado, tanto Wilson y
Ho, (2013) como Choi-Kim y colaboradores, (1991) resaltan que la expresion de
proteinas inducida por las catecolaminas podria estar relacionada con la regulacion
de proteinas implicadas en la captacion de hierro. La adquisicion de hierro es un

factor clave en la supervivencia y patogenicidad de P. multocida.

Respecto a la actividad proteolitica, estudios previos, como los realizados por Rea
Hernandez, (2022) en G. anatis, y Bautista (2019), en Actinobacillus seminis,
observaron un incremento en la actividad proteolitica en presencia de NE y una
disminucién e inhibicién en presencia de E. Estos hallazgos sugieren una respuesta
similar en diferentes cepas bacterianas ante la presencia de catecolaminas.
Ademas, cabe destacar que la capacidad de que las bacterias puedan modular la
actividad proteolitica en respuesta a las catecolaminas puede ser una respuesta
adaptativa, lo que favorece su capacidad de virulencia y supervivencia, ya que, de
acuerdo con Gong y colaboradores, (2011) al aumentar la actividad proteolitica, las
bacterias podrian degradar proteinas del huésped, causando ineficiencias en la
respuesta inmune del hospedero, favoreciendo la colonizacién e infeccién del

huésped.

En la formacion de biopelicula se obtuvo que las catecolaminas, ademas de inducir
un incremento de la formacién de biopelicula en presencia de ambas hormonas,
también eran dosis dependientes, de manera similar a lo reportado por Bautista
Betancourt, (2019) quien trabajo con A. seminis, reportando con NE un impacto mas
significativo en la cepa de referencia en comparacién con las cepas de campo. Por
otro lado, Rea Hernandez, (2022) reporté una disminucién en la produccién de

biopeliculas en G. anatis en presencia de NE, pero un incremento con E. Estos
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resultados también concuerdan con el trabajo de Cambronel y colaboradores,
(2019), quienes analizaron el efecto de la epinefrina en P. aeruginosa encontrando
un aumento en la adhesion y la formacion de biopeliculas. EI aumento de la
formacién de biopeliculas influye en la virulencia de esta bacteria, produciendo una
mayor probabilidad de infeccion en animales estresados, haciendo a los organismos

mas vulnerables.

Las catecolaminas influyeron en la dispersion de la biopelicula de P. multocida,
incrementando la posibilidad de colonizar otros 6rganos.

La capacidad de union al colorante rojo Congo que presenté P. multocida en
presencia de ambas hormonas sugiere la probabilidad de que dicha bacteria pueda
expresar proteinas amiloides. Dichas proteinas no han sido reportadas en P.
multocida, sin embargo, la presencia de este tipo de proteinas ha sido descrita en
varios miembros de la familia. Montes-Garcia (2014) identifico una proteina amiloide
expresada por Mannheimia haemolytica; de manera similar, Lopez-Ochoa, (2017)
describié una proteina amiloide en Gallibacterium anatis. Estos resultados sugieren
la posibilidad de que P. multocida también exprese proteinas de tipo amiloide,

haciendo aun mayor su potencial patogénico.

CONCLUSIONES

e La presencia de NE y E favorecen el crecimiento de P. multocida.

e La presencia de NE y E induce cambios en los patrones de proteinas de P.
multocida.

e La presencia de NE y E induce actividad proteolitica de P. multocida.

e La presencia de NE y E favorece la formacién de biopelicula, siendo mayor
con norepinefrina.

e La presencia de NE y E induce dispersion de biopeliculas.

e La presencia de NE y E favorece la union del colorante rojo Congo.
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Todos estos factores en conjunto influyen en la expresion de factores de virulencia,
haciendo a la bacteria P. multocida mas virulenta en presencia de ambas

catecolaminas.

Perspectivas
« Identificacion de adhesinas en P. multocida en presencia de NE y E.
o Obtencion de micro vesiculas en P. multocida en presencia de NE y E.

« Identificar proteinas inmunogénicas en presencia de suero de animales

enfermos en P. multocida en presencia de NE y E.

« Identificar y caracterizar proteinas amiloides de P. multocida en presencia de
NE y E.
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