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INTRODUCCION.

Uno de los problemas gue ha enfrentado y enfrenta -
hoy nuestro pais son las pérdidas econSmicas en el &rea pe
cuaria, Pijoan y Trigo ( 1982 ). Anualmente, México pierde
gran cantidad de carne porcina debido a enfermedades respi
ratorias gue causan ocasionalmente abortos, desnutricidn y
muerte. En 1la mayoria de los casos, no son diagnosticadas~
con exactitud. Sin embargo, son varios los agentes involu-
crados en estas afecciones pulmonares, entre los més impor

tantes se han aislado algunos virus respiratorios, mico . -

plasma vy Pasteurella multocida, Pijoan y Trigo ( 1982 ).
HISTORIA

Pasteurella multocida fue primeramente aislada por -

M. Toussaint en 1879, a partir de pollos. Desde ese momen-
to y hasta la fecha, ha sido aislada de muchas especies de
mamiferos y aves. Se ha aislado también de varias regiones
del cuerpo humano, siendo la mayor de las veces del tracto
respiratorio; pulmbn v de heridas'infectadas { de manos, -~
brazos y piernas ), causadas por perros y gatos, Heddles -~
ton y Wessman ( 1975 ).

En una revisidn inicial { Levy=Bruhl, 1938-), se encontr6.

gue el primer humano infectado por P. multocida fue la es~-



posa de un granjero, la cual tenfa fiebre puerperal, esta-
bleciéndose que padecfa bacteremia, pudiéndose aislar el -
organismo mediante cultivo en agar sangre, Carter (1955) .-
El primer brote de pasteurelosis reportado en.cerdos ocu -
rri6é en la India en 1963 y fue causado por‘g. multocida ti
po B. Se estableci6 que este organismo no era Gnicamente -
patbgeno a los cerdos, sino también a bffalos, chivos, co-
nejos, ratones y cobayos, Murty y Kausshik { 1965 ) .Otros-
animales que han causado heridas por mordedura o aranazos,
en las cuales se ha aislado P. multocida, incluye al le6n,

zarigueya, rata, pantera y conejo, Carter ( 1955 ).

CARACTERISTICAS DE P. multocida.

Este organismo, a partir de material clfnico y de -~
cultivos frescos se presenta como bastdn o cocobacilo Gram
negativo, con tincién bipolar; es aerobio y anaerobio fa -
cultativo; crece 6ptimamente en un rango de 35-37°C en me-
dios s6lidos y lfquidos complementados con sangre o suero;
después de 24-48 hpras de incubacién, las colonias semejan,
en apariencia y medida a las de E. coli y Salmonella. Este
microorganismo es fermentativo, no mévil, no forma espo -~
ras, tampoco produce hemélisis en agar sangre, produce in-
dol y reduce al nitrato, Carter ( 1955 ), Cowan ( 1974 ).-

No hay caracterfsticas absolutas que puedan ser usadas pa-



ra identificar todos los cultivos de P. multocida, pero -
las mds usuales, sin tomar en cuenta el origen del hospede
ro en el cual fue aislada son: la fermentacién de glucosa,
sucrosa, manitol y fructosa sin produccién de gas; no fer-
mente lactosa, maltosa, inositol, inulina, ramnosa y sali-
cfn; ademds carece de ureasa, Heddleston y Wessman (1875).
Para prop6sitos précticos existen, existen clasificadas, -
principalmente tres variantes de colonias ( ver cuadro 1):
1) mucoide, 2) lisa o flluorescente y 3) no capsulada o ru
gosa, Carter ( 1955 ).

Para estudios serolSgicos iniciales de P. multocida, se u-
saron pruebas de precipitacién, aglutinaciSn y fijacién de
de complemento, las cuales arrojaban poca informacifén acer
ca de los inmunotipos conocidos ( ver cuadro 2 ). Inicial-
mente Carter usé la prueba de hemaglutinacién indirecta pa
ra identificar tipos capsulares de P. multocida. Los tipos
capsulares encontrados en bovinos con pasteurelosis fueron
el A, B, D v E. Para la identificaci6n del tipo D, se uti-
liza la prueba de acriflavina, la cual al ponerse en con -
tacto'con los microorganismos, produce un precipitado flo-
culento caracterfstico, esto no sucede con los serotipos -
A, B y E, Carter y Subronto ( 1873 ). Sin embargo, si se =-
desea una identificacifn répida de P. multocida ( no del -
serotipo ) se puede usar SIM-Rafinosa, ya que es la Gnica-

Pasteurella negativa a la rafinosa, positiva al indol, ne-



Cuadro 1. Algunas caracteristicas de las variaciones de P.

multocida.

Variante Colonias Crecimiento . Virulencia
en agar en caldo en ratén

Mucoide Grandes Dep6sito mu Moderada

coide

Lisa Medianas, Difuso Alta
discretas

Rugosa Pequenas, Aglutinado Baja
discretas

Cuadro 2. Carter y Roberts clasificaron los siguientes in-

munotipos de P. multocida.

Carter Roberts
Tipo A = Tipos II, III y IV
Tipo B = Tipo I
Tipo D = Tipo V
Tipo E = No equivalente.



gativa al H.S y ademds no es mévil, Pijoan y Ochoa ( 1978~

2
.

Las Pasteurellas que causan infecciones internas frecuente
mente son capsuladas y aguellas gue producen colonias mu -
coides poseen gran cantidad de &cido hialurénico, el cual-
puede ser facilmente detectado por hialuronidasa testicu -
lar, Pujols y col. ( 1984 ) o estafilococal, Carter ( 19 -
55 ).

Cuatro diferentes tipos capsulares, designados A, B, Dy -
E, pueden ser identificados por un procedimiento pasivo de
hemaglutinaci6n indirecta, en la cuval los polisaciridos =
capsulares son adsorbidos sobre eritrocitos, Carter ( 19 -
55 ). Se ha demostrado que agquellos cultivos identificados
como tipo A y D poseen diferentes antfgenos somiticos, los
cuales son aglutinables, Namioka y Murata ( 1961 ).

P. multocida, posee cuatro antfgenos capsulares y por lo -

menos 16 antfgenos somiticos, los cuales, al parecer, tie-

nen naturaleza lipopolisacdrida, Pijoan y col. ( 1983 ).

PATOGENIA DE P. multocida.

En general las bacterias patégenas poseen, por lo me
nos, dos caracterfsticas: a) habilidad para multiplicarse-
dentro del hospedero y b) capacidad para sobrevivir a los-

mecanismos de defensa del hospedero, en especial de la fa-



gocitosis.

Existen cepaslprimariamente patSgenas, las cuales, por si-
solas, son capaces de producir la enfermedad y las secunda
riamente patSgenas, gue requieren de la ayuda de agentes -
ffsicos ( cambios bruscos de temperatura, alta humedad, -
desnutricibn, etc. ), agentes guimicos ( como los corticos
teroides, gue son potentes inmunodepresores ) y agentes -
biolSgicos ( como algunos virus y micoplasmas ).

Las bacterias oportunistas revisten mayor importancia en -
la actualidad, ya que su prevencifén implica tomar en cuen-
ta los factores tanto del agente como de su hospedero, que
estdn en equilibrio y cuya naturaleza no se conoce comple-
tamente. Siendo la adherencia un reguisito indispensable -
para la patogénesis, cualquier interferencia en este proce
so previene la infeccif6n. Existen excepciones a esto, por-
ejemplo con P. multocida, en la cual la adherencia a epite
lio no se lleva a cabo, Pijoan y Ochoa ( 1978 ).

P. multocida actfia como oportunista en las infecciones del
tracto respiratorio inferior, siendo incluso més patbgena-~
‘que el agente iniciador del cuadro neuménico, Pujols y col
( 1984 ); Es también un importante organismo en.la comple~
ja etiologfa de la neumonfa crbnica del cerdo, Pijoan y -
col. ( 1983 ). Este microorganismo estd ampliamente distri
buido en la poblacidn porcina y es el principal agente in-.

fectivo secundario en la neumonfa del cerdo. Las infeccio-



nes del tracto respiratorio son causadas por importantes a

gentes primarios tales como Mycoplasma hyopneumoniae y My-

xovirus parainfluenza-3, Bentley y Farrington ( 1980 ). Es

posible que la lesién pulmonar causada por el virus promue
va que las bacterias subsistan y se multipliquen, creando-

el cuadro clfnico, Stokdale y col ( 1979 ).
SIGNOS Y LESIONES CAUSADAS POR P. multocida.

La enfermedad se caracteriza fundamentalmente por a-
tacar animales de ceba, én la octava y d€cima semana. Rara
vez produce un cuadro nervioso. Produce bronconeumonfa cré
nica que puede finalizar en pericarditis y pleuritis. La -
presencia de abundantes neutr6filos, células mononucleares
y exudado mucopurulento en alveolos y bronquiolos es carac
terfstica en infeccién por P. multocida, Pijoan y Trige -
( 1982 ).

La pasteurelosis pulmonar ocurre principalmente en dos for
mas: a) septicémica aguda y b) subaguda o crénica. Las le—‘
siones se caracterizan por una coloracién rojo-azulosa de-
la piel, con hemorragia puntiforme, faringitis aguda, con-
seria infiltracién de la regién faringea y de tejido cdneg
tivo, drea subcuténea adyacente'con fluido infiltrado ama-
rillento o rojo pdlido. los pulmones se presentan conges -

tionados y edematosos, los rifiones se encuentran marcada-



mente congestionados sin hemorragia, el hfgado y el;bazo -
se presentan aparentemente normales, hay presencia de pete
guias sobre las membranas serosas y tejido subcuténeo. En-
muchas de las ocasiones se presentan hemorragias gastroen-

téricas, Murty y Kausshik ( 1965 ).
PREVALENCIA DE P. multocida EN CONEJOS.

Extensos estudios hechos en conejos infectados con -
P. multocida, demuestran que su prevalencia difiere signi-
ficativamente con la edad, sexo y origen. Se ha visto tam-
bién, que las hembras maduras tienen mayor incidencia ( 80
% ), mientras que machos jovenes tienen (Gnicamente una in
cidencia del 6 %. La otitis media se establece en un 4 % -
en conejos jovenes y en un 32 % en adultos, Lu y col (i9 ~
78 ). Los signos clinicos mis frecuentes gue causa P. mul-
tocida en conejos varfan, los md8s comunes sorn la renitis,-
otitis media, epidimitis, Bjotvedt y col. ( 1979 ), creci-
miento del buche, Hernéndez ( 1984 ), neumonfa, catarro na

sal y abcesos, Targowski y Targowski ( 1979 ).
MECANISMO DE DEFENSA DEL HOSPEDERO.

Los animales poseen complejos mecanismos de defensa-

que les permiten controlar a la mayorfa de las bacterias -



con las gue entran en contacto. existen mecanismos inespe-
cfficos como el pH, lavado mecé&nico ( de ojos; bocé, vagi-
na, etc. ), lisozima, lactoferrina, flora normal, proceso-
de inflamacidn, fagocitosis y mecanismos especfficos media
dos principalmente por anticuerpos o gammaglobulinas, Bena
cerraf y Unanue ( 1979 ).

El aparato respiratorio de los animales representa uno de-
los sistemas de defensa mejor integrado. Lé primera defen-
sa estd ceonstituida por el epitelio ciliado y secresiones-
mucosas que se encargan de atrapar partfculas y eliminar -
las hacia el exterior, Kilburn ( 1967 ). E1 moco nasal asf
como el traqueobronquial, contienen sustancias bacterici -
das que incluyen la lisozima, Carson y Dannenberg ( 1965 -
), Adams y col. ( 1976 ), Boat y Cheng ( 1980 ) y lactofe~
rrina, Boat y Cheng ( 1980 }.

La adhesifn de los microorganismos se previene por la ac -
citn de IgA, Benfer y Chan ( 1976 ), Boat y Cheng (1980) .
El epitelio tragueobronguial se defiende de una manera si-
milar pero en este caso, el movimiento ciliar y el moco =~
también son importantes. Si una bacteria logra penetrar -
dentro del epitelio traqueobronquial entonces se lleva a -
cabo un proceso de inflamaci6én local, donde ya intervine -
la IgG y con avuda del complemento causa bacteriflisis. La
fagocitosis normal del pulmén se lleva a cabo en el alveo-

lo, donde los macr6fagos junto con la IgA se encargan de e
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liminar a las bacterias que logran atravesar la barreara -
del epitelio. Se sabe que P. multocida es pobremente fago-
citada vor macréfagos alveolares en ausencia de anticuer -
pos. Esta observaci6n indica que la circulacidn de anti -
cuerpos es probablemente de poca importancia en la defensa
contra este organismo.

La alteracién en las células secretoras del moco del &rbol
tragueobronguial, resulta en cambios de cantidad y/o cali-
dad de las secresiones de las vias respiratorias, esto ha-
sido implicado en la patogénesis de enfermedades respirato
rias, Adams y col. ( 1976 ). Dafio en los cilios, cambios -
en el volumen y consistencia del moco, cé&lulas epiteliales
danadas, reducen el transporte del moco, Kilburn ( ;967 ).
Varias son las proteinas aisladas en las vfas respirato -~
rias ( ver cuadro 3 ). Otras protefnas del suéro identifi-
cadas en secresiones traqueobronguiales incluyen las inmu-
noglobulinas, antitripsina alfa 1, antiquimotripsina alfa-
1, antitrombina III, macroglobulina alfa 2, transferrina,-
prealbtimina, glicoprotefna alfa 1, fibrinSgeno, ceruloplas
nina, heptoglobina, diversos componentes del complemento y
otras, Boat y Cheng ( 1980 ).

Por otro lado se ha visto que la lisozima actfa sinérgica-
mente con anticuerpos en procesos bactericidas y bacterio-
litiocs contra bacilos Gram-negatives, Carson y Dannerberg

{ 1965 ).
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Cuadro 3. Protefnas secretadas por células de vfas respira

torias.
Protefna Fuente celular Concentracién
en secresiones

( pg/dl )

Glicoproteinas

del moco C€lulas globosas y 500~-1000

gldndulas mucosas

Lisozima Gléndulas serosas 16-70

Lactoferrina " " 5-50

Calicreina Epitelio -

Protefnas ricas en ? -

prolina

Antiproteasas Epitelio superficial -

y glandulas mucosas
Componente secretorio " -
IgA ‘ Células plasm&ticas ©20-40
IgG " " 5=21

IgM : [ ] -
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Otro mecanismo de defensa del cerdo es la segregacibn tra-
queal en los estadfos embrionarios, de sustancias bacteri-
cidas contra P. multocida, Pijoan y Ochoa ( 1978 ), Igle -
sias ( 1979 ) e Iglesias ( 1981 ). Se ha comprobado que ta
les sustancias bactericidas tienen efecto sobre otros mi -

croorganismos como Bacilus subtilis, Haemophilus parahaemo

lyticus, Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Bor

detella bronchiseptica y Proteus mirabilis. Ademds, estas-

suatancias producen alteraciones en la morfologfia de las-
bacterias, especialmente en la estructura externa, Igle -

sias ( 1981 ).
PROFILAXIS, CONTROL Y TRANTAMIENTO CONTRA P. multocida.

Aungue es posible encontrar bacterinas comerciales -
contra pasteurelosis porcina, estas usualmente han dado re
sultados pobres debido, por un lado, a la naturaleza multi
etiol6gica de la enfermedad y por el otro lado, al uso de-
serotipos diferentes a los prevalecientes en la zona que -
se desea proteger. Las medidas de control incluyen la pre-
vencién de anemia en lechones, adecuada alimentacién y evi
tar el exceso de humedad y cambios bruscos de temperatura,
Pijoan y Trigo ( 1982 ).

Las investigaciones dentro del campo inmunogénico de P. -

multocida, en los Gltimos afies, han llevado a desarrollar-
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una variedad de agentes inmunoprofildcticos. Para esto se-
han utilizado fracciones celulares del organismo tales co-
mo antfgenos capsulares, endotoxina libre, complejos poli-
sacirido~-proteina, etc., Bhasin y Lapointe-~Shaw ( 1980 ).
Otro aspecto de prevencién implica evitar la vacunacién -
contra el c6lera porcino al mismo tiempo gque se realiza el
destete, ya que esto promueve la invasién de P. multocida,
Pijoan y Trigo ( 1982 ).

P. multocida es altamente sensible a la oxitetraciclina y-
a la clorotetraciclina, sensible al cloranfenicol, dehidro
estreptomicina y penicilina; es resistente a bacitracina y
sulfa triple, Murty y Kausshik ( 1965 ). El tratamiento es
eficaz s8lo al inicio, se recomienda el uso de sulfamerazi
na y/o sulfatiazol para cepas resistentes, Pijoan Y Trigo-

( 1982 ).
MICROSCOPIA ELECTRONICA.

El primer microscopio electrénico de transmisiébn ( =~
TEM } fue construido por Knoll y Ruska en 1932 y el primer
TEM comercial que super0 el poder de resolucifn del micros
copio de luz fue producido por Siemens y Halske en 1939, -~
Los estudios de<microscopia electrénica de barrido ( SEM )
fueron iniciados un pocc mds tarde gque aquellos del TEM, -

sin embargo, no fue sino hasta los afios de 1965-1966 que

for
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pareci6 un modelo Gtil y es en el afio de 1967 cuando diver
sas muestras de humanos y animales empezaron a ser investi
gadas con el SEM, incrementindose mds los estgdios de mi -
crobiologfa, Zensaku y col. ( 1976 ).

En el SEM la muestra a ser estudiada es irradiada por un -
fino haz de electrones, los cuales liberan otros electro -
nes ( secundarios ) y otros tipos de radiaciones; estos e-
lectrones secundarios son coloectados y mandados hacia una
pantalla gue nos presenta la imagen en estudio. La intensi
dad de las radiaciones dependen de la forma y composicibn-
quimica del objeto irradiado. El SEM carece de la resolu -
ci&n obtenible con el TEM, pero la ventaja es que revela -
una sorprendente imagen en tercera dimensifn. Esta técnica
presenta, ademds, la superficie topogrédfica de la muestra-
con una claridad y una profundidad de campo no lograda por

otro método, Zensaku y col. ( 1976 ).

OBJETIVO.

Comprobar, utilizando el microscopio electrbnico de-
de barrido, que la actividad de la sustancia bactericida -
secretada por explantes tragueales de embrién de cexdo, ~.

causa la muerte a Pasteurella multocida, ya sea transfor -

mando su morfologfa o lis&ndola.
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MATERIALES Y METODOS.

ORGANISMO.

Se utiliz6 durante todo el experimento una cepa de P

multocida serotipo A, la cual fue donada por el laborato

3

rio de bacteriologia de la Facultad de Medicina Veterina
ria y Zootecnia de la UNAM.

La bacteria fue proporcionada en estado liofilizado. Los ~
medios de cultivo utilizados fueron caldo y agar de BHI (-
BIOXON ), agar sangre y tripticaseinato de soya ( BIOXON )
Para recuperar el microorganismo se le adicionS al liofili
zado, 10 ml de NaCl al 0.85 % ( estfril ). Se tomaron 2 ml
de este resuspendido, se adicioné 1 ml al caldo y 1 ml al-
agar de BHI, se incubaron a 37°C por 24 horas. Para su uti
lizaci6n en los ensayos con la sustancia bactericida, se =~
incubaron de 18 a 24 horas a la misma temperatura en agar-
BHI, de este cultivo se tomaron con el asa varias colonias
y se resuspendieron en 5 ml de NaCl al 0.85 $ ., La concen-
tracifn bacteriana se ajusté a una absorbencia de 0.216, =
leyéndose a una longitud de onda de 620 nm ( Espectrofotf-

metro PM2D ZEISS ).
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CULTIVO DE EXPLANTES TRAQUEALES.

Se colectaron 118 tragueas de embribn de‘cerdo de di
ferentes edades, en los rastros de Tlalnepantla y Cuauti -
tl&n , Edo. de Mé&xico.

Se utilizaron dos medios: a) medio de transporte: medio mi
nimo esencial 199 ( MEM-199, GIBCO ), ajustado a pH 7.4 -
con bicarbonato de sodio, ademds, de 100 UI/ml de penicili
na v b) medio de cultivo: MEM-199, pH 7.4, sin antibiético
Las traqueas colectadas fueron aquellas de embriones extra
idos de las hembras recién sacrificadas. La obtencién de -
las tragueas se realiz6 cuidadosamente tratando de evitar-
la menor contaminacién, se introducieron en el medio de -~
transporte; en el laboratorio se pasaron al medio de culti
vo v se retiraron los excesos de ligamentos serosos; se -
cortaron anillos traqueales de 2~3 mm de ancho con un bis-
turi estéril; se lavaron 3 veces, dentro de una botella de
diluci6n de leche, agitdndolos moderadamente ( en cada oca
sién se utilizé un volumen de 20 ml de medio ). Esto se hi
zo con la finalidad de remover el moco y restos del medio.
de transporte. Se colocaron de 8-10 anillos en botellas de
dilucibn de leche conteniéndo 20 ml del medio de cultivo;-.
se incubaron a 37°C durante 24 horas, transcurrido el tiem
po de incubacién, el sobrenadante se filtr6 con una membra

na ( Millipore ) de 0.22 micras de diémetro de poro, con -
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servdnaose el filtradc en tubo con tapén de rosca estéril-

a 4°c.

ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA,

4
I.- A medios ( caldo y agar BHI ) conteniendo 3X10 bacte -

rias/ml de P. multocidz se les adicion6, a cada unoc ( 4 en
total ), 0.1 ml del filtrado v se incubaron a 37°C 24 ho -
ras. Comprobado el efecto bactericida, se procedid a reali
zar los siguientes ensavos:

II.- 6 cajas con agar BHI, conteniendo igual nGmero de bac
terias que en I, fueron adicionadas con 0.1 ml de la sus =~
tancia bactericida, se incubaron en pares, a 37°C por 6, -
12 y 24 horas.

III.- A 12 tubos de ensavo conteniendo cada uno 5 ml de =~
caldo BHI, la bacteria v la sustancia bactericida { igual-
que en I ), se les determind absorbencia por turbidimetria
después de incubacibn a los tiempos: 0,20,40,60,80,100 v -
120 minutos; esto para conocer la cin&tica de crecimiento-
de la bacteria expuesta a la susﬁancia bactericida.

En todos los casos se usaron como controles las mismas con
diciones, excepto la sustancia bactericida v en su lugar -
se colocd medio de cultivo; estos se hicieron por duplica-

do.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO,

Las bacterias tratadas con la sustancia bactericida-
( IT ) fueron fijadas con vapores de glutaraldehfdo al 25-
%2 ( Merck ), de la siguiente manera: a la tapa de la caja-
de Petri ( del medio ), se adicion6é 5 ml del fijador y se-~
incubaron durante 2 horas a 37°C. Se cortaron bloques de -~
agar de aproximadamente 0.4X0.8 mm de las dreas de inhibi-~
cidn, de tal manera que se abarcara la orilla del halo; se
lavaron con una solucién amortiguadora ( 10 ml ) de fosfa-
tos 0.1 M, pH 7.4 y se resuspendieron en la misma solucién
por 24 horas. Posteriormente se deshidrataron con solucio-
nes etanol-agua en grados crecientes como se indica:
1.- Alcohol etilico al 70 % 10 minutos a 4°C, enjuagar.
2.~ " " " 8o " " " v "
3.- " " " 95 " 15 " +a temperatura ambien-
te, enjuagar.
4.~ Igual gque en 3.
5. " " " 100 " 30 " " "
Este (ltimo paso se repite dos veces méis.
Después de lo anterior, se transfirieron a una solucibn de
acetato de amilo-etanol en una proporci6n 1:1 por 30 minu-
tos; se deshidrataron a punto critico con CO2 ( Critical -
Point Apparatus, Technics ); se montaron sobre portamues =~

tras con pintura de plata ( conductor )} y se secaron en es
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tufa; se cubrieron con oro ( Jeol Fine Coat, Model ion spu
tter JFC-1100 ) a S mA y 500 V; finalmente se observaron -
las muestras al microscopio electr6nico de barrido { JEOL:
JSM-25SII ) ‘a 5 KV. Las imigenes fueron registradas en pe-

licula Kodak Royal Pan 4X5 ( 10X12.5 cm }.

RESULTADOS .

En el ensayo I, las bacterias de P. multocida expues
al filtrado del sobrnadante del cultivo de explantes tra -
queales de embrifén de cerdo, murieron todas en los dos me-
dios utilizados. En el agar se obtuvieron &reas de inhibi-
cién de aproximadamente 2 cm de didmetro { ver cuadro 4 ).
Para el ensayo II, las &reas de inhibicién también se obtu
vieron; el medio con 6 horas de incubacién presenté un ba-
jo crecimiento poco visible; a las 12 horas de incubacién-
el crecimiento es visible y a las 24 horas es abundante. -
( ver cuadro 5 ). Del ensayo III, la cinética de crecimien
to, podemos observar el efecto bactericida acentuado gue =
hay sobre P. multocida a los diferentes tiempos de incuba-
cibn. Esto es claro si vemos gque las absorbencias en los -
controles aumentan con el tiempo, en cambio, en presencia-
de la sustancia bactericida dichas absorbencias decrecen -~
conforme transcurre el tiempo ( ver cuadro 6 ). Ademds, -~

esto nos indica que conforme avanza el tiempo, el efecto ~



Cuadro 4. Ensayo 1.

Tubo/caja de Petri

Medio

Agar con sustancia
bactericida

Agar con sustancia
bactericida

Agar sin sustancia
bacetricida

Agar sin sustancia
bactericida

Caldo con sustancia
bactericida

Caldo con sustancia
bactericida

Caldo sin sustancia
bactericida

Caldo sin sustancia
bactericida

Tipo de creci-
miento

Formacién de 4drea de
inhibicibn

Formacién de 4rea de
inhibici6n

Crecimiento total

Cercimiento total

No hubo crecimiento

No hubo crecimiento

Crecimiento abundante

Crecimiento abundante

Tiempo de incu
baci6n ( hs )
24
24
24
24
24

24

24

Los controles son los medios que no contienen la sustancia bactericida.

0z



Cuadro 5. Ensayo II.

fubo/Caja de Petri Medio _ Tipo de creci- Tiempo de incuba
miento cién ( horas )

1 » Agar con sustancia Poco visible, con &drea 6
hactericida inhibicibn

2 Agar con sustancia Poco visible, con &rea 6
bactericida inhibici6n

3 Agar sin sustancia Pelfcula de bacterias 6
bactericida homogenea

4 Agar sin sustancia Pelfcula de bacterias 6
bactericida homogenea

5 Agar con sustancia Visible con drea de 12
bactericida inhibici6n »

6 Agar con sustancia Visible con drea de 12
bactericida inhibicibn

7 Agar sin sustancia Visible homogeneno 12
bactericida

8 Agar sin sustancia Visible homogeneo 12

bactericida
9, 10, 11 y 12 son iguales a 1, 2, 3 y 4 del ensayo I

respectivamente.



Cuadro 6. Ensayo III. Absorbencias leidas a 620 nm.

Sin sustancia bactericida

Tiempo/tuho 1 2

( hs )
0 0.216 0.198
20 0.216 0.211
40 0.293  0.300
60 0.352 0.368
80 0.401 0.412
100 0.469  0.450
120 0.472  0.460

Andlisis estadfistico numérico:

X' = 0.344
DS'= 0.118
v = 0.010

Ajuste de la curva:

X

0.207
0.213
0.296
0.360
0.406
0.459
0.466

DS

0.013
0.004
0.005
0.011
0.008
0.013
0.008

r=0.980; m=0.002; b=0.196

Para x=10 min.

A= absorbencia, X= media aritmética de dos puntos, X'= media aritmética de to-
dos los puntos, DS= desviacifn estdndar de dos puntos, DS'= desviacién estédndar

de todos los puntos, V= varianza, r= correlacién, m= pendiente, b= punto de in-

terseccién.

tengo Y=A=0.221
Para ®=110 min. tengo ¥=A=0.467

1

0.200
0.198
0.164
G.159
0.132
0.132
0.131

2"
Ds'
v

LI (I

2

0.190
0.180
0.153
0.155
0.138
0.121
0.117

0.155
0.028
0.0007

Con sustancia bactericida

X

0.195
0.189
0.158
0.157
0.135
06.126
0.124

DS

0.007
0.040
0.008
0.003
0.004
0.008
0.010

r=0.970; m=0.0006; b=0.193

Para x=10 min. tengo Y=A=0.187
Para x=110 min. tengo ¥Y=A=0.123

44
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bactericida se incrementa, de tal manera que al final del-
experimento el nfimeroc de bacterias se ve reducido ( ver -
gré&fica ). Esto nos indica, adem&s, que el efecto bacter;—
cida empieza a presentarse entre cero y veinte minutos, lo
cual nos da una idea de que sea inmediato este efecto.
Cuando se observan las 4dreas de inhibicifn al microscopio-
electrfSnico de barrido, las bacterias presentan cambios -~
morfolSgicos bastantes pronunciades ( ver fotograffas ).La
forma caracteristica de P. multocida es la de un bastén . ~
con sus contornos bien definidos ( ver fotografia 1 ), es-
ta forma se pierde totalmente al ser expuesta a la sustan-~
cia bactericida, observindose protuberancias y alargamien-
tos ( ver fotografias 2,3y 4 ). El efecto mostrado en los
diferentes tiempos de incubacién ( 6,12 y 24 horas ) con -
la sustancia bactericida es similar. También podemos ver ~
en cada una de las fotograffas gque un pequefio porcentaje -
de bacterias no sufri6 cambio aparente en su morfologfa, ~-
pero si fue muerta, comprob&ndose esto Gltimo realizando ~
una siembra del medio lfiquido tratado con la sustancia bac
tericida, siendo el crecimiento negativo.

De las 118 traqueas colectadas, el 68 % ( 80 tragqueas ) -~
produjeron la sustancia bactericida. Quiz&, al parecer es-~

to tenga que ver con la edad de los embriones.
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Gré&afica. Cinética de crecimiento de Pasteurella -~

multocida expuesta y no expuesta a la sustancia -

bactercida.
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Fotografifa 1.

Pasteurella multocida expuesta a la sustan-
cia bactercida durante 6 horag.
a 2000x,

Observacidén
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Fotograffa 2.

Pasteurella multocida exXpuesta a la sustan-
cla bactericida durante 12 horas. Observa -

cibn a 2000%.
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Fotograffa 3. Pasteurella multocida exXpuesta a la sustan-

cia bactericida durante 12 horas. Observa

cibén a 4500X.
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Fotograffa 4.

Pasteurella multocida expuesta

a la sustan -
cia bactericida 24 horas,

2000x.

Observacién a -



29

DISCUSION.

El efecto bactericida de una sustancia secretada por
explantes tragueales de embri6én de cerdo sobre P. multoci~
da, estudiado previamente por Pijoan y Ochoa ( 1978 ), I -
glesias ( 1979 ) e Iglesias ( 1981 ), se confirma en este-
trabajo. El1 efecto bactericida contra P. multocida ha sido
anteriormente estudiado al microscopio electrénico de -
transmisién por Iglesias ( 1981 ), demostrandose alteracio
nes en la morfologia de la bacteria, especialmente en las-
estructuras externas. En esa ocasién la bacteria fue expu-
esta a la sustancia bactericida por tiempos cortos de 15,~
30 y 60 minutos, Iglesias ( 1981 ).

Los resultados presentados por este trabajo confirman el e

fecto bactericida sobre P. multocida, ya gue la lisa y
transforma de tal manera gue el cuerpo bacteriano sufre -~
cambios, presentando protuberancias y alargamientos vistos
en las fotografias.

Seglin los resultados, podemos decir gue la sustancia bacte
ricida, que al parecer son tres proteinas,‘Iglesias { 19 -
81 ), posiblemente tienen actividad enzim&dtica, lo cual =~
puede inveolucrar wun sisteﬁa complejo multienzimitico o en-
zimas que actlan sinérgicamente para producir la muerte y=-
cambios morfolSgicos, dentro de los primeros veinte minu -

tos de exposicifn a dicha sustancia, a P. multocida.
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La muerte de todas las bacterias, tanto en medio lfquido -
como en agar, que se expusieron a la sustancia bactericida
demuestra que la accifn de estas protefnas es r&pida'y con
gran poder de penetracifén a la pared celular Eacteriana. -
Al parecer dicha penetracién permite que la acyividad se -
manifieste principalmente en la pared celular y produzca -~
los cambios morfoldgicos observados. .
Suponemos dos posibilidades de accién de la sustancia bac-
tericida sobre la pared celular: a) gue las protefnas bac-
tericidas se intercalen con los componentes moleculares .de
la pared celular v esto produzca un desequilibrio en las =~
configuraciones electr6nica y tridimensional de los grupos
funcionales de &sta y b) que las protefnas bactericidas -
corten en sitios especificos de la pared celular prémovieg
do, quiz&, que se lleven a cabo interacciones del tipo -
puentes de hidrSgeno, hidrofflicas, hidrofShicas, etc.

Es posible gue si es un sistema multienzim&tico, este séa-
altamente organizado, ya que no permite la sobrevivencia -
de ninguna bs -“teria ( medio lfguido ); ademds, creemos que '
la actividad enzimética gque exista; no se pierde‘inmedia 1'
tamente que actfia, sino gue se retiene por algtn- tiempo, -
lo cual evita la reproduccifn de alguna bacteria que halla;'
resistido al ataque ( medio agar ).

Se piensa, también, gque el sinergismo enzimltico sea un me

canismo mediante el cual se proveen las condiciones para -
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una mejor penetracién, ataque y desequilibrio del arreglo-
molecular de la pared celular de P. multocida.

Es probable que la simple difusi6n de las protefnas bacte-
ricidas en la pared celular induzcan un cambio conformacio
nal de tal magnitud que produzca la transformacién en la -
estructura bacteriana, esto considerando un pesoc molecular
bajo, del orden de 10,000 a 20,000 daltons.

Otra opcifn, seria pensar que estas protefnas tengan la -
propiedad de romper enlaces glucosidicos de forma similar-
a la lisozima.

El descenso del nfimero de bacterias en la cinética de cre-
cimiento frente a la sustancia bactericida confirman el e-
fecto de &sta contra la bacteria en estudio. Segfin la gré-
fica, podemos decir que el efecto bactericida es inmediato
o casi inmediato, Iglesias ( 1981 ) ya gue se observa en -
los primeros 20 minutos de incubar a la bacteria con la -
mencionada sustancia.

Es importante hacer incapie en el &rea de inhibicibn, ya -
que &sta tenfa pocas bacterias y ninguna colonia, esto su-
giere que al contacto con la sustancia bactericida murie -
ron ¥y no tuvieron oportunidad de multiplicarse.

Se sabe gue un importante mecanismo de defensa contra esta
bacteria depende de las secresiones de sustancias bacte -
riost&ticas por el epitelio ciliado tragueobronquial, Igle

sias ( 1981 ).
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El 68 § de explantes traqueales produjeron la sustancia -
bactercida, esto quiz&, est& relacionado con la edad y -
tiempo de muerte de los embriones, con la respuesta inmuno
16gica gue presenta la madre en esta etapa { gestacién ) o
con ambos.

Ademds, considramos que la susceptibilidad de P. multocida
a la sustancia bactericida pudiera estar intimamente rela-
cionada con la interaccién que existe entre esta bacteria-
v la neumonia crénica del cerde, ya que es probable, que -
este (Gltimo halle desarrollado una maguinaria inmunolégica
tal que produzca una o0 varias sustancias bacteriostiticas-
y/0o bacterioliticas en contra del microorganismo que le -

causa dano.
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CONCLUS IONES

Se confirma que los explantes tragqueales de embrién-
de cerdo producen una sustancia bactericida contra un orga
nismo patbégeno de tipo secundario, del tracto respirato =

rio, como lo es Pasteurella multocida.

La sustancia bactericida secretada por explantes

tragqueales de embridn de cerdo, produce lisis y cambiocs

morfol6gicos drésticos sobre Pasteurella multocida.

El microscopio electrénico de barrido es un instru =-
mento de gran utilidad para observar en tercera dimensién-
los dafios causados por la sustancia bactericida segregada-~

por explantes traqueales de embrién de cerdo.

Es importante continuar con este tipo de estudios pa
ra determinar la naturaleza de la sustancia, su espectro -
contra otras bacterias y su posible relacién con otras sus

tancias bactericidas comeo la lisozima, lactoferrina, etc.
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