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cuﬁmé.J.
RESUMEN

La pleuroncumonfa contagiosa porcina (PCP) causada por Actinobacillus
pleuropneumoniae ha sido por mucho tiempo la enfermedad respiratoria responsable de
una alta mortalidad en los cerdos. Los esfuerzos para diagnosticar y controlar esta

enfermedad dependen, en gran medida, de los conocimi sobre los mecanismos

mediante los cuales causa enfermedad y los factores de virulencia implicados. En la
actualidad, las fimbrias han adquirido especial interés, primero porque son los organelos

implicados en e) establecimiento de una poblacién estable de bacterias sobre la superficie

de las mucosas, y segundo por su participacién en la transferencia génica con otras

bacterias, adquiriendo de este modo nuevos patrones de resistencia frente a determinados
antibidticos. El presente trabajo pretende demostrar que Actinobacillus pleuropneumoniae
es capaz de expresar este tipo de organelo.

Se estudiaron 25 casos de pulmones con PCP, a partir de los cuales se obtuvieron
25 aislamientos de Acrinobacillus pleuropneumoniae. El primer aislamiento se llevé acabo
en agar sangre con cepa nodriza de Staphylococcus aureus, a partir de este se hicieron dos
pases en agar BHL. A cada uno de los aislamientos se les realizaron pruebas bioquimicas
para su identificacién, determinando también ef serotipo al que pertenecen. Se evalué al
microscdpio electrénico de transmisién un nimero de 100 células en cada uno de los

pases, registrando el mimero de células fimbrias y tomando micrografias a varios

Rcsumen
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aumentos. En el primer aislamiento en agar sangre, el 56% de los aislamientos presenté
fimbrias. En el segundo pase en agar BHI solamente en 2 de los 25 aislamientos se
conservé la fimbria, y en el tercer pase no se observé ninguna célula fimbriada. EI
serotipo 1 fué el que con mds frecuencia se encontré en los aislamientos fimbriados. Las
fimbrias encontradas presentaron una amplia diversidad en sus didmetros, desde 2 nm
hasta 7nm, y longitudes que van desde 115 nm hasta 1800 nm. La fimbria encontrada m4s !

frecuentemente posee un didmetro de 4 nm.

Resumen
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1.- INTRODUCCION

1.1 PLEURONEUMONIA CONTAGIOSA PORCINA
Los costos de las neumonfas para la industria porcfcola son altisimos debido a la

cronicidad con la cual generalmente se manifiestan, lo cual ocasiona retraso en el

y pobres g ias de peso, ademids de la mortalidad presente en los casos
agudos. Por los antecedentes anteriores, las enfermedades respiratorias ha sido chjeto de

"

S , desde dif puntos de vista con el propésito de entender mejor

el fendmeno del campo.

1.1 DISTRIBUCION E IMPORTANCIA

Actinobacillus pleurop iae es el agente causal de la pleuroneumonia
contagiosa porcina (PCP), 12 cual es una de las principales enfermedades respiratorias de
los cerdos. La enfermedad se extiende en gran parte del mundo (Tabla 1) y causa pérdidas
econdmicas muy importantes. Las pérdidas ocasionadas por ]a enfermedad son cuantiosas.
En Canadd se han hecho estimaciones de alrededor de 40 millones de délares canadienses
de pérdidas anuales, mientras que en Estados Unidos las pérdidas se estiman entre 200 a
250 millones de délares anuales (61). En México, précticamente no existe zona con
porcicultura intensiva en donde no se haya reconocido 1a enfermedad, consecuentemente
su significado econémico es muy alto. Aungue no existen estudios publicados que precisen

1a cuantfa de las pérdidas que ocasiona, se ha estimado que los brotes agudos de newmonfa

Introduccidn
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Tabla 1. Distribucion geogrifica de Actinobacillus plexrop i
Pals Sctotipo Serotip Refl
Prevalente Dominanie(s)
Argentina 1,2,3,5 1 Vena et al (1988)
Australia 1,2,3,,UT 1 Eaves y Blackall, (1988)
Bélgica 2,3,6,7,8,9,11,UT 3 Homumez et al (1990)
Brasil 1,3,45UT 5 Piffer et al (1987)
Canada 1,2,3,4,5,6,7,8,10,12 1,5 Rosendal ct al (1981)
Mittal et al (1982)
Chile 1.5 1.5, Olivares y Morgado (1988)
Checoslovaquia 1.2,7 2 Skillova y Gois (1987)
Di 1,2,3,5,6,7,8,10,11,12 2 Niclsen (1982, 1987)
Francia 2,3,7.8,9 . 9 Kobisch (1990)
Alemania 2,3,4,5,6,7.9,10. 92,7 Schimmel y Hass (1983)
IR Muller ct al (1986)
Hungrfa 1,2,3,5,6,7,10,11,12 1,2 Fodor et al (1989)
S i Molnar (1990)
ltalia 1,2,3,4,5,7 ¢ 5 Manzat et al (1987)
o Sidoli et al (1987)
Irlanda 3,UT 3 Power et al (1983)
Japén 1.2,3.5.6,7,89 1 Chan et al (1978)
) . Kume ct al (1986)
Fukuyasu ct al (1991)
Corea 2,357 .- 52 Yen (1990}
México 1,2,3,4,5,6,7,8,9 i Diaz ct al (1988)
. Ciprfan ct al (1988)
Holanda 1,2,3,5,7.8,9,11. 2911 Kamp et al (1987)
Norucga 2. 2 Falk et al (1991}
Polonia 1.2,5,9 1 Molenda (1988)
Espaiia 12.3456789l0 4 Ferri et al (1990)
Suecia 2,34 2 Guunarson (1979)
Suiza 23,19 : 2 Nicolet (1988)
Reino Unido 1.2,3,5, 6.7 8, 10 3 Hunter et al (1983)
Brandreth y Smith (1985)
U.S. A 13,5789, . 1.5 Schultz ct al (1983)
; Rupp ot al (1985)

Hoffman et al (1985)
Fales et a) (1989)

Introduccién -

Tomado de Mittal y. cols.. Vet. Microbiol, 32: 137 (1992)
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causada por Actinobacillus pleurop ? den matar 20-30% de los cerdos y

¥

reducir las ganancias de peso y la eficiencia alimentaria en 30%.

1.2 TRANSMISION
La mayorfa de los autores sugiere que la transmisién de la enfermedad es por
contacto de un cerdo a otro en forma fntima. Muchos han propuesto que el contacto nariz
" con nariz es Ia via usual, sin embargo, se ha considerado también la participacién de
vectores o fomites en la transmision de la enfermedad. Por ejemplo, la transmisién por
ropa, botas u objetos impregnados de exudado nasal ha sido sugerida (61). Por otro lado,
se ha tratado de demostrar ¢l papel de los roedores y de los pdjaros en la transmisién de
1a pleuroneumonia. En estudios realizados por Cipridn y cols. (17) en una zona del
occidente del pafs, se concluy6 que los pdjaros tenfan anticuerpos de infeccion al igual que

los roedores, aunque en menor porcentaje.

1.3 PATOGENIA

La enfermedad se desarrolla una vez que 1a bacteria lega a la region alveolar y su

virulencia estd asociada a varios f : Cépsula, Lipopolisacdridos, F de

N Hemolisinas, Pl inas y Exotoxinas (19).

Macroscépicamente se observan en los pulmones miltiples lesiones con 4reas de
inflamacidn, hemorragia y necrosis. El dafio pulmonar se ha relacionado a trombosis

vascular y activacién de los neutrdfilos, después de tres horas se producen agregados de
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plaquetas que se observan adheridas en el endotelio de los capilares. Algunos de estos
cambios han sido atribuidos a la activacién del mecanismo de cuagulacién. Recientemente

1a investigacion sobre las pl inas han d do que poseen la habilidad para

interferir con los mecanismos celulares del pulmdn y causar daito (34).

1.4 SIGNOS CLINICOS.
La enfermedad se caracteriza por 1a sibita presentacién, con signos respiratorios

o n

severos y alta mortalidad en hatos susceptibles, lo que puede ocasi €asos S gudo

agudos, crénicos y/o subclinicos (61).

En la enfermedad aguda se desarrolla una pleuroneumonia fibrinohemorrdgica
necrotizante y en la presentacién crénica abscesos y adherencias de los 6rganos de la
cavidad tordxica, ademds de retraso en el crecimiento en los animales afectados.

Usualmente los brotes se caracterizan por un curso hiperagudo o agudo y
posteriormente encontraremos casos cronicos o subclfpicos. En un brote primario
stibitamente mueren algunos cerdos sin mostrar signos clinicos, en seguida se ven otros

animales con fiebre alta, disnea muy severa, tos, epistdsis y anorexia (23).

1.5 Actinobacillus pleuropne

El agente de 1a pleuroneumonia contagiosa porcina ha sido transferido del genero

philus al género Actinobacillus en base a 10s estudios de hibridizacién DNA-DNA

2y,
f1ae

desarrollados por Pohl y cols. (81).

Introduccion
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- Actl bacillus pleurop iae es un pardsito del tracto respiratorio con una alta
especificidad en su hospedero, el cerdo. Es un microorganismo pleomdrfico que
generalmente se observa como pequeiios bastones Gram-negativos, capsulado y de
aproximadamente 0.5 a 1,5 um de largo y 0.3 gm de didmetro, son inmdviles, no
espurulados, aerobios y anaerobios facultativos, y crecen en medios enriquecidos que
contienen factor V (NAD), pero no requieren del factor X (hemina) (22).

Por su necesidad del factor V crecen en la proximidad de colonias de

Staphylococcus aureus, fené ) que se conoce como crecimiento satélite o satelitismo.

e )4

Las caracterfsticas bioqufmicas se muestran en la tabla 2:

TABLA 2. Caracterfsticas bioquimicas de A. pleuropneumoniae.

Factor V
Factor X
Catalasa
Nitratos
Oxidasa

Urea

Indol
Citratos
Hemolisina B
Xilosa
Dextrosa
Fructosa
Inositol
Fosfatasa alcalina

B R S

+ 4

+

Factor V = NAD
Factor X = Hemina
d = dudoso

]

Tomado de Cowan, S. T. (22)
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' Existe una gran variedad de serotipos y hasta el presente han sido descritos 12 (70),

teniendo el serotipo 5 dos subtipos 5a y Sb. La especificidad seroldgica esta dada por los

lipopolisacdridos capsulares y los lipopolisacdridos celulares, aunque cabe i que
existen similitudes entre estos componentes en algunos serotipos, lo cual explica las

reacciones cruzadas que se observan entre los serotipos 1,9y 11,3,6,y 8,4,y 7 (79).

2. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA COLONIZACION BACTERIANA
Para la colonizaci6n bacteriana en la superficie de las mucosas se requiere que ta

bacteria:

1) Se establezca en la proximidad de la mucosa

2) Evite ser eliminada por "barrimiento” del aparato mucociliar

3) Adquiera los nutrientes escenciales para su crecimiento

4) Se multiplique en proporcidn suficiente para extender su poblacidn.

5) Resistir las defe del hospedero

Los mecanismos mediante los cuales la bacteria mantiene su proximidad a la
superficie de la mucosa pueden ser divididos basicamente en:

Asociacion

Adhesién

Invasién
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dependiendo del grado de afinidad entre la bacteria y la superficie de la mucosa. La
asociacidn es la forma mds simple de interaccidn de superficie, implica el establecimiento
de 1a bacteria a lo largo de la superficie con unidn reversible y débil (Fig.1).

La adhesién es una forma mds especifica de unidn, es una unidn irreversible y

.

relativamente estable mediada por moléculas especiali compl ias de la hacteria

y la superficie mucosal. Una forma mds intima de interaccién entre la bacteria y la mucosa
es la invasién, mediante la cual la bacteria penetra la barrera mucosal para establecerse
dentro de las células epiteliales o el tejido estromal adyacente. Ejemplo claro de estos dos

procesos lo constituyen Bordetella pertusis y Salmonella typhimurium (4).

Colonizacién bacieriana a la
superficie de la mucosa

Figura 1. Tipos de Interaccion Bacteria-Mucosa envueltos en la
inteccidn bacteriana de las superficies de mucosas.
(Tomado de Arp, L. H., 1988.)

2.1 COLONIZACION
La colonizacitn es la formacidn de una poblacisn estable de bacterias en un hdbitat

apropiado. La colonizacién requiere que la poblacién bacteriana se multiplique

Introduccidn
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constantemente para reemplazar la pérdida de bacterias por envejecimiento, dispersidn, y
mecanismos bactericidas locales.

El establecimiento de la bacteria sobre 1a superficie de la mucosa estd determinado

por la capacidad de Ia bacteria para aprovechar el habitat disponible y por la capacidad de
resistir los mecanismos antibacterianos det huésped. La informacién genética contenida en
los plésmidos y €l cromosoma bacteriano determinan las moléculas de superficie necesarias
para la interaccién con el tejido huésped, el sistema enzimdtico disponible para la
utilizacién del substrato, y los productos bacterianos liberados (4). Las bacterias patdgenas

P iales estdn a una presidn selectiva constante por parte de las defensas

especfficas y no espectficas del huésped, la competencia con organismos de la flora
normal, y productos antimicrobianos (antibiGticos y bacteriocinas) de origen exdgeno y
enddgeno.

Como primer punto critico importante en la infeccién de 1a mucosa, la bacteria
debe establecerse y mantener su posicién en proximidad con la superficie de la mucosa,
Los revestimientos de la mucosa tragueal e intestinal son ejemplo de superficies expuestas
a mecanismos fisicos importantes en la eliminacién de particulas, mediante las cuales la
bacteria puede perder sus mecanismos adhesivos especfficos de adherencia. La
colonizacidn de bacterias al tracto respiratorio cilidado, cavidad oral, intesitno delgado,

uretra y cérnea, | involucra moléculas adhesivas especificas de superficie que

se unen con los receptores de la célula huésped y de este modo iniciar una unidn

irreversible, importante en la colonizacidn. Moraxella bovis, agente de la
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‘ queratoconjuntivitis en bovinos, requiere de fimbrias como factor de patogenicidad

importante para la colonizacién al epitelio de la cérnea y conjuntiva, para posteriormente
invadir la cdrnea dando como resultado una queratitis ulcerativa y 1a pérdida visual (4).
La virulencia bacteriana requiere de muiltiples factores, por ejemplo, la produccion
de enterotoxinas junto con los factores de colonizacién son necesarios en la patogenicidad
de cepas enterotoxigénicas de Escherichia coli. La pérdida de algin producto génico
permite a otros organismos virulentos competir por ese espacio y colonizarlo; sin embargo,

muchas bacterias patdgenas poseen miiltiples mecanismos mediante los cuales aseguran

algin nivel de colonizacién. La pérdida de algin factor de colonizacién permite red

solamente Ja eficiencia adhesiva, y puesto que muchos factores de virulencia estdn

codificados por pldsmidos, las bacterias tienen un gran repertorio de factores de virulencia

ial de

P ¥ 24

una colonizacidn sucesiva.

2.2 ASOCIACION

La asociacidn es un término no especffico usado para referirse al establecimiento
de la bacteria sobre una superficie, antecede a la adhesién e invasién bacteriana y no
especifica los mecanismos envueltos (Fig.1). En la infeccidn, la hacteria mantiene su
posicidn a lo largo de la superficie de 1a mucosa por asociacién con el moco o exudado

mediante el establecimiento de un ni ) de unidnes covalentes, ia unién es

L |

reversible y débil. La asociacién puede darse también por quimiotdxis (2, 31), ismo

de virulencia significativo de bacterias patégenas de la superficie de mucosas, la cual
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ayuda a la bacteria a aprovechar las regiones de la mucosa que poseen substratos dptimos
provechosos y también para penetrar la capa de 1a mucosa y mejorar el contacto con los
receplores de la superficie epitelial. Ja vivo, los mecanismos quimiotdcticos requieren que
1a bacteria exprese flagelos y la necesaria formacion de factores quimiotdcticos. El envio
de células méviles para establecer colonias bacterianas permite la colonizacién de la
superficie de la mucosa y de este modo avanzar en direccién opuesta a los mecanismos

fisicos de eliminacién.

2.3 ADHESION

El término adhesidn es usado para describir una unién relativamente estable e
irreversibe a la superficie de 1a mucosa, es especffica y requiere de una interaccién entre
las moléculas protéicas de superficie bacteriana y las moléculas de carbohidratos de la
membrana eucariéta, o bien del glicocdlix. El término adherencia es frecuentemente usado
como sinémino de adhesidn, sin embargo, algunos autores argumentan que la adhesién es

término preferible para los fenémenos de unidn bacteriana (65).

2.4 FISICOQUIMICA DE LA ADHESION

La carga electrostdtica y Ia hidrofobicidad son caracterfsticas generales de la

superfice celular que afectan profundamente la adhesion. Las glicop ladas por
regiones hidrofébicas de aminodcidos, y los glicolfpidos anclados a la membrana celular

mediante sus colas hidrofébicas representan una variedad de moléculas cargadas las cuales

Intraduccite
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contribuyen a la composicion del glicocdlix celular (12). El glicocdlix es importante en la
formacién de colonias, resitencia a las defensas del huésped, adquisicidn de nutrientes, y
para la concentracién y conservacion de enzimas bacterianas. El glicocdlix de una célula

epitelial estd estrechamente asociado con la capa mucosa y contribuye también con la carga

negativa de la superficie celular, ademds de p h léculas complejas de

superficie que intervienen e la quimiotdxis y en la adhesi6n (21).

Los estudios recientes sobre la adhesion bacteriana indican que la unidn irreversible
es precedida por una fase reversible y débil, la asociacién. La fase reversible inicial de la
unidn pudiera ser el resultado de los efectos combinados de las fuerzas de van der Waals,
enlaces de hidrégeno, e interacciones idnicas e hidrofébicas (48). En constraste, la
adhesién especffica irreversible probablemente requiera de un mayor nimero de enlaces

no ¢ dos entre las léculas complementarias de las superficies

adyacentes.

Una posible explicacisn fisicoqufmica concerniente a la interaccién adhesiva neta
entre dos superficies cargadas negativamente es probada por la teorfa de Derjaguin-Landau
¥ Verwey-Overbeck (DVLO) (48, 4). Esta teorfa de interaccidn fisica entre partfculas en

estado coloidal establece que a medida que dos cuerpos rigidos de carga similar se acercan

uno al otro, son afectados por fuerzas de atraccion y repulsidn, las cuales varfan en forma

independiente con la di ia a la que se an los pos. Por arriba de distancias

refativamente grandes, mayores a 10 nm, hay una fuerza neta de atraccion, y los cuerpos

son asidos en un estado de asociacion débil reversible. A distancias intermedias, de | a
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10 nm, la concentracidn de 1a nube idnica sobre las superficies opuestas causa una fuerza
neta repulsiva. Finalmente, si la zona intermedia de repulsion pudiera ser puenteada,
entonces habrfa una fuerza neta de atraccidn a distancias menores de 1 nm, y los cuerpos
pueden establecer una interaccion adhesiva fuerte e irreversible (Fig.2); pero, ;de que
modo la bacterfa puentea la zona intermedia de repulsion?.

Una posible explicacidn es considerar cuales son los componentes que constituyen
la superficie funcional de la bacteria y la célula eucaridta. Normalmente, la superficie
epitelial de la c¢lula consiste de microvellosidades, cilios, o pliegues cubiertos por una

capa compleja de glicocdlix y moco. La superficie bacteriana, en contraste, estd

Atraccidn débil

Repulsién

Awaciin fuene

» Célula Huésped

Figura 2. Asociacién ible de 1a ficic b i cun la sup ic de

ta c€lula cpitelial. A una distancia de 10 nm. las cflulas estan debilmenie unidas

por enlaces no covalentes, una unién mas [ntima cs imposible debido a la mdxima

encrgfa generada por las fucrzas electrosisticas a dxslancu de l 2 10 nm. Ambas

c-.'lulas poseen un glicocilix f de p i los cuales
con la carga negativa de la rfici

{Tomado de Harp, L. H., 1988)
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comunmente rodeada por complejos pplimérlcos o apéndices filamentosos los cuales se
proyectan a varios micrémetros del medio ambiente que los rodea. Las estructuras de
superficie con radio de curvatura pequefio producen menor fuerza repulsiva que la célula
completa, Ambas fuerzas, atractivas y repulsivas disminuyen a medida que se reduce el
radio de curvatura de la superficie que interachia, sin embargo, cuando el radio de
curvatura llega a ser pexueilo las fuerzas de repulsion disminuyen mds que las fuerzas de
atraccién dando como resultado un aumento neto en las fuerzas de atraccién. Los
apéndices de superficie y moléculas del glicocdlix bacteriano tienen la caracteristica de
poseer radios pequeiios de curvatura que pueden ser capaces de extenderse através de la
zona repulsiva intermedia (Fig. 3) y establecer interacciones estables ligando-receptor (50).
Adicionalmente, los cationes tales como Ca** , Mo** y Fe'* pueden actuar como puentes

i6nicos entre moléculas de superficie cargadas negativamente (49).

2.5 LAS ADHESINAS BACTERIANAS

La unidn irreversible de la bacteria a 1a superficie de las mucosas, la adhesidn,
estd mediada por una variedad de complejos poliméricos localizados en la superficie
bacteriana los cuales reciben el término de adhesinas. La mayorfa de las adhesinas que

han sido caracterizadas a nivel genético y molecular son protefnas de superficic de

bacterias gram negativas, las cuales tienen la capacidad de i i con P

especfficos de forma similar a como sucede con las moléculas de anticuerpos. Estas
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protefnas de reconocimiento pueden inducir la aglutinacién de eritrocitos, por lo que

bié iben el bre de b glutininas (53). Ademds de la composicién protéica
de la mayorfa de adhesinas, algunas suelen estar compuestas por polisacdridos (64), dcido

lipoteicdico (7) o conjugados de estos.

e

R 78 R pioc ek

Flgun 3. Adhesidn imeversible de la bacteria y Ia superficie celular epitelial
por la i i6n  especifica adhesina-receptor. Debido a que la
adhesina  bacteriana pods: un radio de curvalura pequedio, puede puenicar la

2008 d¢ mdxima repulsién para calaces 1! con
moléculas mcpmm especificas de Ia superficie epitelial. Un mal acoplami
cotre 1a adhesi jana y el pror de la célula cpitelial no contribuye al

proceso adhesivo. (Tomado de Arp, L. H.. 1988).

Las adhesinas protéicas hacterianas pueden ser divididas en dos grupos: (i) Aquellas
que poseen morfologia fimbrial y (ii) Aquellas que no poseen una forma y tamafo
definido, o sea, no fimbriales. Por lo tanto, podemos establer la siguiente clasificacion de
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adhesinas (4): :
1) Adhesinas fimbriales

2) Adhesinas proteicas no fimbriales

3) Adhesinas compuestas por carbohidratos y lfpidos.

2.6 ADHESINAS FIMBRIALES
La fimbria y pili son términos morfoldgicos usados en muchas ocasiones como
sinénimos para denotar a todos los apéndices filamentosos no flagelares distribuidos
radialmente en la superficie bacteriana. Para evitar confusién de estos términos comunes
Jones e Issacson (50) han sugerido que el término “fimbria” sea utilizado para referirse
a todos los apéndices bacterianos no flagelares, mientras que el uso del término "pili® o
"pili sexual” sea empleado exclusivamente para aquellas estructuras no flagelares que:
a) Estdn genéticamente determinados por el factor de fertilidad F o de otros DNAs
extracromosémicos.
b) Actian como receptores especificos de ciertos fagos.
c) Intervienen en la transferencia de material genético durante la conjugacion bacteriana.
Las adhesinas fimbriales se disponen en forma polar o peritrica en la superficie
bacteriana y varfan en nimero desde unas cuantas hasta cientos de ellas. Poseen un
digmetro de 2 a 8 nm y pueden extenderse hasta 4 um de la superficie bacteriana. A
diferencia de los flagelos que son mds gruesos y curveados, las fimbrias son rectas, 0

plegadas y flexibles. Mas adelante se tratan los detalles de su morfologfa, estructura
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genética y molecular,

2.7 ADHESINAS PROTEICAS NO FIMBFRIALES
Gran variedad de especies bacterianas producen adhesinas protéicas de superficie

que no tienen una morfologfa definitiva. Estas tienden a ser protefnas de membrana

externa o protefnas das que per h jadas con la superficie
bacteriana, se adhieren y aglutinan unicamente a los eritrocitos humanos. La aglutinacién
se observa mayormente a pH 7 y pH 5, lo cual indica una polivalencia de este tipo de
adhesinas (53). El carbohidrato receptor de todas las adhesinas no fimbriales estd
contenido en la glicoporina A. Los analisis de estructura de este tipo de adhesinas indican

que son de estructura fibrilar.

2.8 ADHESINAS COMPUESTAS POR CARBOHIDRATOS Y LIPIDOS.
Las bacterias capaces de colonizar superficies mucosas frecuentemente expresan

madltiples adhesinas simulta; o ial en el curso de la colonizacién. Al

igal que las adhesinas protéicas no fimbriales, muchas adhesinas lipidicas o de
carbohidratos actiian como complejos poliméricos enlazantes, los cuales contribuyen a la
formacién de microcolonias en las superficies epiteliales (18). El scido lipoteicico,
componente de la pared celular de Staphylococcus y Streptococcus se uncn a una amplia

variedad de células eucaridtas medi i ién con los P de fiby
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2.9 INVASION

{Porqué algunas bacterias solo coloaizan las superficies de la mucosa, mientras que
otras extienden su hdbitat a un medio intracelular?. Aunque una colonizacién intracelular
pude proveer nuevas fuentes de nutrientes y proteccién de muchas defensas del huésped,
el medio ambiente intracelular también presenta nuevos problemas para la bacteria. Los
patdgenos intracelulares poseen varios mecanismos para penetrar a la célula huésped,
evitar ser destruidas, multiplicarse, y proveer el escape e invasion de su progenic a otras
nuevas células del huésped (69).

Muchos de los cambios morfolégicos asociados con la invasién bacteriana son

similarmente indiferentes del patdgeno bacteriano y la célula eucarifta envuelta. La

patologfa al de la salmonelosis en cobayos ilustra muchas de las lesiones celulares
asociadas con 1a bacteria invasiva. La estrecha proximidad de Salmonella typhimurium a
las microvellosidades, inicia la siguiente secuencia de eventos: (i) La degeneracion de las
microvellosidades adyacentes, (ii) Invaginacién de 1a membrana celular, (iii) Degeneracién

de las uniones de 1a célula y organel lul (iv) Internalizacién de la bacteria por

endocitosis, (v) Produccién de material denso alrededor de la bacteria en la vacuola, (vi)
Multiplicaci6n bacteriana, (vii) Traslado a la region subnuclear del citoplasma, y (viii)
Posible expulsion de 1a bacteria de a célula infectada (Fig. 4). Las vacuolas endocfticas
pueden contener une 0 mss bacterias, o bien, la bacteria puede encontrarse libre en el
citoplasma.

Muchos de los pardsitos intracelulares obligados y facultativos, incluyendo virus,
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protozoarios, y bacterias, penetran a la célula eucaridta por endocitosis, un proceso que
es comparable a la fagocitosis por macréfagos y neutrdfilos. El proceso requiere de la

funcidn de protefnas contrdctiles (microfilamentos) y de energfa provista através de vfas

Figura 4. ién B: iana del cpitelio i inal. La bacteria se unc a las
microvellosidades despuds de que ha penctrado la capa mucosz. La bacteria
invasiva estimula la cndocitosis en la c€élula huésped, mediznlc 1a cual penetra al

citoplasma dentro de una vacuola endocitica. Algunas b i ysc
muluphm dcnlro de la vacuola mientras resisten los el'eclos de las enzimas
que otras b ias escapan de la vacuola para eeplicarse

libremente cn el citoplasma. La bacteria se cxtiende a oiras células por

destruccién de 1a membrana celular © por exocitosis a partir de Ia vacuola.

(Tomado de Arp, L. H., 1988).
metabdlicas oxidativas y glicolfticas. Una vez dentro de la vacuola endocitica, la bactetia
debe poseer mecanismos que impidan su destruccién por los productos bactericidas
producidos por la fusién de lisosomas con la vacuola endocitica. Shigella flexneri escapa
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al citoplasma después de causar la lisis de la vacuola endocftica (85), mientras que
Legioneila pneumophila y Brucella abortus (3) son reunidas en el retfculo endopldsmico,
donde ocurre su multiplicacién. Ciertos compuestos como la citocalasina B pueden inhibir
¢l proceso de endocitosis y de este modo evitar que la bacteria se intemmalice.

Las bases moleculares y genéticas de la invasién han sido mayormente

caracterizadas en bacterias patSgenas entéricas. Se ha comprobado que se

q

grandes pldsmidos para una total expresién del fenotipo invasivo en Shigella spp.,
Salmonella typhimurium, Salmonella gallinarum, Yersinia emterocolitica, y E. coli
enteroinvasiva, La pérdida del pldsmido es acompadada de la pérdida de invasividad, y
el fenotipo invasivo es restaurado cuando este pldsmido es introducido nuevamente a la

bacteria avirulenta.

3. FIMBRIAS, PRINCIPALES MEDIADORES EN LA ADHESION
BACTERIANA.

Las fimbrias, o apéndices fil s no flagelares, estdn p en varios tipos

bacterianos, en particular, en aquellas cepas que han sido aisladas recientemente a partir

de su hdbitat natural. Dos caracterfsticas importantes son atribuibles a éstas estr
a) El aumento en la actividad de superficie, pues aumentan potencialmente las actividades
asociadas a membrana, lales como 1a respiracién y/o captacién de nutrientes.

b) Su papel como organelos de adherencia.
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Estas consideraciones bdsicas dejan en claro que estos apéndices bacterianos pueden
servir para muiltiples funciones, y ayudan a las bacterias a adaptarse y resitir las agresiones

de su hdbitat.

3.1 ESTRUCTURA
Los ensayos realizados por los métodos de Lowry y ninhidrina, al igual que los

estiidios por microscopia electrénica y el forésis, demuestran que la fimbria estd

compuesta principalmente de protefna (15). En E. coli la fimbria contiene 4.6% de

nitrégeno (Kjendahl), encontrandose en menor proporcién: DNA, RNA, fosfato,

12
¥

idos y dv (0.6%). La protefna estructural que forma a la fimbria

se denomina fimbrina, y posee un peso molecular que va de 14 a 27 kD (42), El término
de pilina se reserva para 1a protefna estructural del pili sexual.
La mayor parte de aminodcidos que conforma a la fimbrina estdn presentes en la

forma L con una gran idad de cad laterales de hidrocarburos. La cadena lateral

- e .
¥

00 polar de esos ser 1a responsable de la propiedad hidrofébica de

esta estructura. Dos modelos de asociacidn de estas subunidades protéicas han sido
propuestas y son usadas para describir dos estructuras fimbriales morfoldgicamente
distintas (Fig. 5):

4) La forma rfgida (Fig. 5 y 6) que mide de 5-8nm de didmetro y ejemplificado por la
fimbria de tipo 1 y 987P. Esta estructura posee un didmetro de scccidn transversal

uniforme y una cavidad axial, la cual reafirma la homologfa entre el flagelo bacteriano y
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1a fimbria. En la fimbria de tipo 1 la cavidad axial mide de 2.0 a 2.5 nm, mientras que

‘en el pili sexual es de 2.5 a 3.1 nm. Apareatemente el digmetro interno de la cavidad axial

puede sufrir iderables variaci Las subunidades de fimbrina se-ensamblan

formando una estructura helicoidal de mano derecha con interaccién de las subunidades

W o o

Fimbriat Fibrilar no Fimbrial
{5-8 nm) {-2nm) ”)
Figum 5. Rey i ica dc la apariencia morfol

p gica de las
adhesinas de Escherichia coli. (Tomado de Klaus, J. y Hoschutzky, H., 1991).

en las puntas y a los lados. Debido a esta manera de ensamblaje, e! movimiento de las
subunidades estd forzado generando una estructura rigida con didmetros de seccién
transversal bien definidos. Para la fimbria de tipo 1 se ha determinado que el némero de

subunidades de fimbrina por cada vuelta es de 3 1/8 (14).

b) La forma flexible, que mide de 2-3 nm de didmetro es ejemplificada por las fimbrias
K88y K99 de E. coli. Esta estructura ha sido llamada también fibrilla. El modelo para
esta clase tamhién es helicoidal (42), pero las moléculas de fimbrina no poseen

interacciones (Fig. 6).

L.a fimbria se disocia fdcilmente en subunidades libres en p ia de dodecil
sulfato de sodio (SDS), guanidina, o 4cido diluido. Se pueden separar electroforéticamente
0 por otros medios ffsicos. Las subunidades de fimbrina de las fimbrias 987P y de tipo 1
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obtenidas mediante tratamiento con guanidina son ensambladas nuevamente cuando la
guanidina es removida por didlisis. Este proceso de ensamblaje in vitro es lento. Por lo

tanto esto sugiere que el ensamblaje in vivo es catalizado por otros componentes celulares.

Figura 6. Diagrama csquemdAtico de la estructura de la fimbria. La estructura de
la izquierda ¢s representativa de la fimbria de tipo 1 con 3 y 1/8 de subunidades
por vucita. El didmetro es de 7 nm. La estructura a la derecha es una posible
configuracién de 1a fimbria K99. K99 es mds flexible que 1a fimbria de tipo 1.
(Tomado de Isaacson, R. E., 1988)

De acuerdo con esto, se sabe ahora que 12 expresién in vivo y el ensamblaje de la fimbria
parece estar muy regulado y ser un proceso hastante complejo que requiere de muchos
polipéptidos diferentes.

El 50% de los aminodcidos de 1a fimbria son aminodcidos no polares y la relativa
hidrofobicidad de las moléculas de fimbrina ha sido calculada wsando los valores de
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hidrofobicidad de los aminodcidos (73). En comparacidn con la albimina sérica humana,
las moléculas de fimbrina son menos hidrofébicas, sin embargo, la presencia de las
fimbrias en la superficie bacteriana aumenta marcadamente su hidrofobicidad. Todas las
fimbrias de E. coli promueven la adsorcién de las células a un gel hidrofébico, por
ejemplo, octil o fenil sefarosa (90); por lo que las propiedades de los enlaces hidrofébicos

de las fimbrias han sido explotadas sucesi como bi; s iales para la terapia

antinfectiva para prevenir la colonizacién del intestino delgado por la cepa enterotoxigénica

de E. coli (ETEC).

3.2 CLASIFICACION

Con base en sus propiedades hemaglutinantes, en la especificidad de sus

propiedades de adherencia, en sus propicdades morfolégicas observadas mediante el
microscépio electronico, se han descrito diversos tipos de fimbrias. Las mds estudiadas han
sido las fimbrias de E. coli y en general las de otras enterobacterias. Una clasificacidn
completa se presenta a continuacién, fa cual agrupa a las fimbrias en seis diferentes grupos

(76).

3.2.1 Grupo 1. Fimbrias como organelos de adherencia.
Este grupo de fimbrias incluye a las fimbrias de tipo 1-4 descritas por Deguid (76),
se distribuyen en forma peritrica y no intervienen en el proceso de la conjugacion

bacteriana. Su produccion estd mediada por el cromosoma bacteriano. Las fimbrias de este
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grupo se clasifican a su vez en cuatro subtipos, o tipos caracterizadas principalmente por

su morfologfa, habilidad para hemaglutinar a los eritrocitos, su sensibilidad a la manosa

y otras caracterfsticas adhesivas.

Subtipo 1 (fimbria de tipo 1). Las fimbrias pertenecientes a este tipo se distribuyen en
forma perftrica, miden aproximadamente 7 nm de didmetro y son responsables de las

propiedades adb en g I y la habilidad para hemaglutinar en particular. Las
entesobacterias con fimbrias subtipo | se adhieren a hongos, plantas y células animales
incluyendo eritrocitos. Los eritrocitos de cobayos, aves y caballos son aglutinados
fuertemente por estas fimbrias, y debido a que esta interaccidn es inhibida por D-manosa

yoc-d-metiln ido (75), estas adhesinas son llamadas manosa sensitivas (MS). Poseen

tambicn una funcién estabilizamte entre los pares de bacterias apareados durante la

conjugacidn bacteriana.

Subiipo 2 (fimbrias de tipo 2). Estas fimbrias se encuentran en algunas especies de
Salmonella, se piensa que son mutantes de las fimbrias del subtipo 1. Difieren del subtipo
1 de fimbria en que pierden las propiedades adhesivas y hemaglutinantes (76).

Subtipo 3 (fimbrias de tipo 3). Este tipo de fimbria es especifico de Klebsiella y Serratia
marcescens (72). Difieren del subtipo | y 2 en que son mds delgadas, pués miden 4.8 nm

de difmetro y son m4s numerosas, Su caracteristica mds importante es que son fuertemente
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resistentes a manosa, por lo que son manosa resistentes (MR) se adhieren a hongos,
plantas, y a superficies de vidrio, asf como a fibras de celulosa. Este tipo de fimbria sdélo

aglutina a los eritrocitos cuando son tratados con dcido tdnico.

Subtipo 4 (fimbria de tipo 4). Fimbrias producidas por Proteus spp. Son extremadamente
delgadas, difmetros menores a 4 nm, se distribuyen en forma peritrica y confieren a las

€lulas manosa resi propiedades hemaglutinantes y adhesivas.

3.2.2 Grupo 2. Pili sexual. (fimbria de tipo F). El pili sexual F es controlado por
factores sexuales o algunos otros DNAs extracromosémicos. Es una estructura cilfndrica
hueca, de 8 nm de digmetro con una cavidad axial de 2 am, tipicamente se extiende a unas
2 micras de la superficie celular, el nimero promedio por célula es de 0.5 a 1.5. Actian
como pueate durante la conjugacién y funcionan como receptores especfficos para ciertos
bacteriéfagos RNA, tales como ¢l f2, R17 los cuales se unen a lo largo de la longitud de

1a fimbria, y ayudan a distinguir los pilis les de otros apéndices de superficie (41).

3.2.3 Grupo 3. Presente en género de Agrobacierium spp. Miden de 40 a 60 nm de
digmetro y poseen una longitud arviba de 3 um, por lo que las hace una de las més gruesas
y excepcionales. Estos rasgos corresponden a un nuevo grupo de apéndices filamentosos

no flagelares. Su naturaleza y funcién aiin no quedan del todo establecidas (76).
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3.2.4 Grupo 4. Son fimbrias flexibles, cilindricas, que se disponen polarmente en la

superficie bacteriana. La presentan los géneros de Pseudomonas y Vibrio (92). La
disposicién polar de este tipo de fimbria promueve el movimiento, caracterfstica que las
hace diferentes a las fimbrias dispuestas peritricamente las cuales actdan como organelos
de adherencia.

3.2.5 Grupo 5. Este grupo incluye tambi¢n las fimbrias dispuestas polarmente. Son de
forma tubular y contrdctiles, presentes en Pseudomonas "rhodos®, P. “echinoides”,
Agrobacterium spp.. y Rhizobium lupini. Estas estructuras actian junto con los pili
sexuales estableciendo puentes entre bacterias competentes para que de este modo pueda
llevarse acabo la conjugacién. Por lo tanto estas estructuras sirven de reconocimiento,

contacto y unién irreversible en células competentes (76).

3.2.6 Grupo 6. Presentes en Corynebacterium renale. Produce un haz caracterfstico de
fimbrias. Hasta ahora, tales haces aiin no han sido descritos en otras especies de bacterias
Gram negativas. Cada haz contiene varios filamentos de aproximadamente 2.5 a 3.0 nm

de didmetro. El mimero de haces varfa considerabl de do a la cepa. Estos

filamentos actian como antfgenos especfficos, pero no se ohserva que halla

Dependiendo de tipo de carbohidrato que las fimbrias reconocen en los receptores
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eucaridticos (78) (glicolfpidos y glicoprotefnas), se distinguen al menos 4 tipos:
(i).- Fimbria comun, que reconoce a la o¢-manosa.
(ii).- Fimbria P que reconoce al oc-galactosil 1,4-B-galactosa.
(iii).- La fimbria S que reconoce al oc-sialil-2-3-B-galactosa.
(iv).- La fimbria M que reconoce a receptores con galactosa/N-
acetilgalactosamina/serina.
La fimbria P se encuentra presente en muchas cepas de E. coli aisladas de infecciones del

tracto urinario. La fimbria S es comin en cepas de E. coli aisladas de meningitis en

humanos (78).
Fimbrias Canacterfsticas
Grupo'1. Fimbrias como
organelos de adberencia.
Subtipo 1. Poscen didmetro de 7 nm y propiedades
hemaglutinantes,
Subtipo 2. Simifares al subtipo I mds no son adhesivas ni
hemagiutinantes.
Subtipo 3 Poscen dismetros de 4.8 nm con capacidad
hemaglutinanic, son manosa resistenics,
Subtipo 4 PuecnddmrosmmudeAnm, con
1ad yb
Grupo 2. Pili sexual Pou:n difmetro de 8 nm, intervienen en la
conjugacidn bacteriana,
Grupo 3. Miden de 40 a 60 nm de didmetro. Su naturalcza
y funcién adn no estdn establecidas,
- Grupo 4. Flexibles y cilfndricas, dispucstas polarmentc.
Conﬁemu als hcum mcuhdnd
lepu 5. . intervicocn
. . ;unlo con los puh u:xmles ca ia conjugacida,
GljuyoG. s Posewdxinwusdchsm.molﬁhwm-c
S asocian f do un haz ico. No son
hemaglutinantes
Tabla 3. R de la clasifiacion de las fimbri
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3.3 RECEPTORES.

Con pocas excepciones, las adhesinas fimbriales y no fimbriales interactian y

a plejos de carbohid localizados sobre la superficie de la célula
eucariéta (en su mayor parte formada por glicolfpidos y glicoprotetnas). Algunos sitios
especificos junto con la naturaleza de la adhesina involucrada se muestra en la tabla

mimero 4 (53).

3.4 EXPRESION
La expresion fenotfpica de adhesinas bacterianas estd grandemente determinada por

1as condiciones de crecimiento tanto in vivo como in virro. Muchas bacterias patégenas que
cuentan con adhesinas para la colonizacion de las superficies de mucosas, cesan su
produccidn cuando son cultivadas en medios de cultivo convencionales. La expresién de
muchas adhesinas fimbriales estd sujeta a variaciénes de fase cualitativas y cuantitativas
(74). La cantidad de adhesina producida por las células bacterianas individuales también
varfa con el medio ambiente bacteriano. La produccién de adhesinas de varias bacterias
patdgenas dependientes de temperatura es probablemente un reflejo de las diferentes
condiciones de crecimiento in vivo. Las adhesinas K99 y K88 de la cepa enterotoxigénica

de E. coli son expresadas en el i ino delgado y a 37 °C en medio de cultivo, pero

ninguna de las adhesinas es producida en cantidades significativas a 18 °C (36). Las
fimbrias de tipo | son producida rdpidamente por Salmonella typhimurium y E. coli en un

medio liquido estitico mds alla de la fase logarftmica de crecimiento, pero son
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minimamente expresadas si la bacteria es crecida en un medio sélido. En contraste, la

fimbriz K99 de E. coli se produce mejor en la fase logarfimica de crecimiento en un

medio 1fquido aereado y con agitacién (43).

Recc'plor

Dominio Sobre Adhecsins
(-Man), Glicoproteina Fimbrial (tipo 1)

 -Gal-1,4--Gal Glicolfpidos Fimbrial (P)

: é{cﬂNu.i J3--Gal Glicolfpidos Fimbrial (PRS)

. u-’sn-zgz/waax Glicoprotefnas Fimbrial (S)
nk;;mm-x 4-BGal-1.4-BGlc  Glicolipidos Fimbrial (CFA/T)
Gal, GalNac Glicolfpidos Fibrilar (K88, k99)
Gal, GalNac, Scrina Glicoproteinas No fimbrial.

Tabla 4. Receplores de algunas adhesinas de E. coli, (Tomado de Klaus, J. y
Hoschutzky, H., 1991),

La produccion de adhesinas bacterianas es también afectada por una variedad de

compuestos en ¢l microambiente. Los antibidticos tales como la tetraciclina y penicilina

interrumpen la produccién de adhesinas asf como también algunas otras funciones

bacterianas (89).

3.5 ORGANIZACION GENETICA.

Las adhesinas fimbriales y no fimbriales de E. coli han sido las mas estudiadas y
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caracterizadas a nivel molecular y estructural. La organizacién genética de la expresidn

de las fimbrias posee dos caracterfsticas importantes:

i) La expresién est4 bajo un control de variaci6n de fase de modo que una célula de entre
miles, espontineamente cambia a un fenotipo opuesto (v.g. Fim'—sFim).

ii) Ademds del gen para la subunidad fimbrial, se requieren varios genes para la expresién
del organclo.

En el tipo salvaje y fimbriado de E. coli, las i que se dan fi

pueden producir células que permanecen no fimbriadas bajo cualquier condicién. Sin
embargo, esta cepa puede nuevamente convertirse en una célula fimbriada si toma lugar
el proceso de conjugacién con células fimbriadas (Fim'), o con células que estuvieron
solamente en fase no fimbriada (Fim""'). Esto nos permite agrupar genotipicamente y

£

ipi a las células fimbriadas del siguiente modo (76):

Fim'  Genotipi y Fenotipi fimbriadas.

Fim'"’  Genotipicamente pero no Fenotipicamente fimbriadas.

Fim'  Genotipicamente y Fenotipicamente no fimbriadas.

La conversidn de una cepa Fim' «— Fim'*’ se piensa que puede ser reversible,
aunque no este reflcjada claramente por la morfologfa colonial, como lo son los cultivos
Fim* y Fim' de E. coli. Estos datos hacen necesario considerar la posibilidad de que el

estado fimbriado es controlado al menos por tres variables:
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1.- Mutaciones a partir de genotipos Fim' y Fim. Este tipo de variacién de fase es raro
y puede suceder solamente en condiciones naturales.

2.- Variaci6én de fase entre organismos genotipicamente fimbriados (Fim* o Fim'F) y
organismos fenotipicamente no fimbriados, pero sf genotipicamente fimbriados (Fim'*
o Fim N). Este tipo de fimbriacion se pierde solamente después de repetidos pases
o subcultivos.

3.- Supresion fenotfpica de fimbrias en cualquiera de las dos fases fimbriadas. La pérdida
rdpida de las fimbrias en los microorganismos se produce bajo ciertas condiciones de

cultivo en unas cuantas horas.

3.6 VARIACION DE FASE

Ciertos compouentes de 1a superficie celular en

Ig bacterias patégs sufren
una variacién antigénica de fase. La variacién de fase es el proceso por el cuval las células
oscilan entre una estado de expresién y no expresién de una protefna de superficie,
usuaimente a frecuencias de 107 y 107 células por generacién (13). La variaci6n antigénica
ocurre cuando una alteracidn en un componente estructural da como resultado un cambio
enla antigenicidad.

La fimbria de tipo 1 en E. coli esta sujeta a una variacién de fase. Brinton (1959,
13) mostré que 1a cepa B de E. coli oscila entre estados de ﬁmbriacifin y no fimbriacién
cn yaa proporcién de 1/1000 bacterias por generacion. Einsenstein (1981) determinG que

esta expresion metaestable de 1a fimbria de tipo | es controlada a nivel de transcripcién
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(26) pues la fusién del operdn fim-lac exhibe una variacion de fase del fenotipo Lac.

Estudios sub ntes han do que la variacién de fase de 1a fimbria de tipo 1 es

mediada por fa inversién de un segmento de DNA de 314-bp unidas por 9-bp repetitivas
invertidas que estdn localizadas inmediatamente y en direccién contraria del gene
estructural de la fimbria fim4 (1). Esta secuencia invertible contiene una regién muy

oYy

P aunp de E. coli i0 para la transcripcidn. Esta secuencia es capaz

de actuar como un promotor en 1a orientacién ON, sin embargo estd orientada en direccién
opuesta y sobre la hebra de sentido contrario cuando la posicién estd en OFF (Fig. 7)
(88). Este mecanismo es muy parecido a 1a expresion alternada de los antigenos flagelares
H1 y H2 de Salmonella typhimurium, ia cual ¢s debida a 1a inversion de un segmento
de DNA de 95 bp. La inversidn en Samonella es medisda por una recombinasa de sitio
especffico que ¢s el producto del gene hin localizado en el elemento invertible.

Se ha sugerido que 1a fimbria de tipo Py S estdn sujetas también a una variacién

de fase (83,72).
e Qumén.
. P tmp
N~ nbsson = Fatva
- L
F] (No fumbria)

Figurs 7. Elemento investible que controls Is varixidn de fase de ta fimbria de
tipo 1. Las cfulas en fase + (Fim®) y las offulas e faee - (Fim') cooticaca el
gene cstructural para la subunidad fimbrial, pero el gene es expresado solameste
en ¢l estado de fase +. EI cootrol es transcripcionsl; un chomento invertible de
314 pares de bascs contienc un gromotor que pesmite 1a traoecripcida de fimD
(ahora Hlamado fimA) en una ofientacido solamenic, (Tomado de Eiscastein, B.
1., 1987)
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3.7 MAPEO GENETICO
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Las técnicas de biologfa molecular han sido usadas para identificar el loci genético

de las fimbrias. Se ha determinado que no todos los tipos de fimbrias estdn codificados en

el cromosoma bacteriano. La siguiente tabla muestra la codificacién genética de algunos

tipos de fimbrias en E. coli K12.

Fimbrias codificadss ea Fimbrias codificadas
¢l cromosoma bacteriano por piésmidos

Tipo 1 K88

Tipo 4 K99

987P CFA/l

F41 CFA/M

AFA-1 F

s -

P

Tabla 5. Codificacidn genética de algunos tipos de fimbrias en
Escherichia coli K12.

Varios genes estdn envueltos en la biosfntesis y expresién de las fimbrias. El sitio
del gene fim para la expresi6n de la fimbria de tipo 1 ha sido asignado a los 98 minutos

de la posicitn del mapa en el cromosoma de E. coli {67) (Fig. 8):

l
|

'Ss_.r‘:s i v TR T ] _v'l‘g ﬁ:zﬁ “i!%
3 uTu VEIEE v 1 zas!ﬂﬁﬁhm
AU TR e T T
8 # 5 ) 3 2

Figera 8. Localizacidn del gene fim en ct cromosoma de E. coli. El genc fim sc
encuentra en ¢l minuto 98, (tomado de Miller, J. H., 1992)
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La figura nimero 9 resume la estructura, funcidn y regulacién de algunas fimbrias

expresadas por E. coli.

3.8 EL OPERON pap.

El gene para la expresi6n de la fimbria de tipo P, pap, ha sido secuenciado
totalmente, consta de un total de 11 genes los cuales constituyen el operdn pap (Fig.10).
La mayor parte de fimbria de tipo P estd compuesta por PapA, el producto del gene papA
(5), el cual estd locatizado en la parte proximal del promotor terminal del operdn pap. La
inactivacidn de papA suprime la expresién de la fimbria, pero la habilidad de la bacteria
para hemaglutinar se conserva. La propiedad adhesiva de la fimbria tipo P no es
determinada por 1a protefna de la subunidad estructural mayor, si no que depende de la
expresién de una protefna de 35 kD producida por el gene papG localizado en la parte
distal terminal del operda (39). Se ha demostrado también que PapG, junto con el
producto de otros dos genes del operén pap, papE y papF son componentes menores en
la estructura de la fimbria P localizadas exclusivamente en la punta (59). PapE

4, a4

aparentemente funciona como un adap que acopla fa adhesina PapG al filamento de

la fimbria porque la inactivacion de papE resulta en la reduccién de los titulos de la
hemaglutinacién de las fimbrias purificadas. La inactivacién de papF resulta en la
reduccida drdstica de los niveles de fimbriacion, sugiriendo que juega un papel importante

en el inicio del ensamblaje de 1a fimbria (59).
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Figum 9. R de la funcidn, y de algunos grupos de

gmduadhmunsdeE wh Los grupos de genes pap. fim, fan, fae, y sfa que

e junto con el y\lpodcgﬂl:sdth

adhesina no fimbrial afa. La posicion de las y de

lcmun:mén dentro de los grupos de genes estén indicadas con laletaPyT

po Los p papl y papB sc mucsiran junlo con cl sitio

d P para la protcina CRP. El RNA mensajero tramacribe apantir
ch.yP.ycsumplucnuluporlashmmmas (Tomado de Tennent, J. M.,

1990).
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El producto de los dos genes, papC y papD, juegan un papel crucial en la
translocacion y/o ensamblaje de la fimbria; la inactivacién genética de cualquiera de estos
dos genes suprime la fimbriacidn (39). PapC es una protefna de membrana externa de 88
kD que se piensa forma el centro de ensamblaje para la polimenrizacién de la fimbria. El
producto génico de papD codifica a una protefna de 28.5 kD lmalm en el espacio

peripldsmico. Una mutacién en papD d4 como resultado uga degradacién proteolftica

dad -

™
Figura 10. R dela funcién, y regulaciéa del operén pap. Las
funci Lad: blecidas de varios prod Bénicos estdn indicadas.
H RNA gero que sale del p PpapB .csié indicado por la linea
ondulada seguida por una linea p da; los blancos reguiad delaCRP

proteina DRX, y cAMP tambi¢n sc Un
(circulo) se encuentra entre papA y papH. (Tomado de Hullgr:n s L,y
Normark, S. 1991),

rdpida de las subunidades mayores y menores de la fimbria (60), asf como la degradacién
limitada de PapG. Estos hallazgos sugieren que PapG interactia con las diferentes
subunidades de la fimbria en el periplasma, estabilizandolas en una forma de ensamblaje
competente, El papel de Pap] no es muy claro pero puede estar involucrado en el
ensamblaje de la fimbria. Finalmente, pap! y papB regulan la expresién de la fimbria,

pues la inactivacion de estos genes afecta drdsticamente la transcripcidn del operén pap.
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La organizacién genética del grupo de genes de la fimbria tipo | es similar al

operén pap. Aunque son pocos genes los que componen a este tipo de fimbria, sus

£

son muy simil, a los correspondientes genes del operén pap, sugiriendo que
1a sintesis de estas estructuras supramoleculares son similares. El gene fim de la fimbria
tipo 1 de E. coli estd constituido por ocho genes (Fig. 9). El gen fim4, dos genes
reguladores fimB y fimE, los cuales dirigen la expresién dependiente de fase de el gene
fimA. El mecanismo del fenomeno de variacion de fase envuelve la inversién de un
segmento de DNA de 300 pares de bases albergado en el promotor del gene fimA (1). En
adicién a FimA y sus reguladores, fimC y fimD han sido identificados y son necesarios

para el transporte y ensamblaje de la fimbria (54). FimC se piensa que es una protefna

£ 1

enla

peripldsmica y posibl y ensamblaje de las protefnas
fimbriales de igual forma que PapD en el operdén pap. FimC es también requerido para
1a localizacién en la superficie de la adhesina enlazante de manosa (mannose-binding
adhesin) en ausencia de la subunidad mayor FimA (38). FimD reside en la membrana
externa y puede servir para la misma funcién que PapC en el ensamblaje de 1a fimbria,
Tres genes distales al gen estructural han sido identificados, y sus correspondientes
productos genicos parecen ser componentes menores de la fimbria de tipo 1. El producto
de uno de estos genes, FimH, ha sido especificamente implicado en la unién especifica

con D-manosa (55).
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4. ENSAMBLAIJE POSTSECRECIONAL

4.1 CAPERONES.

La presencia de protefnas especializadas en células eucariotas y procariotas que
intervicoen en ¢l ensamblaje postsecrecional de protefnas oligoméricas estd emergiendo
como un fenémeno general. Recientemente se ha aprendido mucho acerca de una clase de
protefnas llamadas caperones (28). Los caperones son comporientes esenciales de células
procariotas y eucariétas que tienen como funcién ayudar a otros polipéptidos a mantener
o asumir conformaciones que permitan su cofrecto ensamblaje dentro de estructuras
oligoméricas, o bien, su secrecién através de la membrana citopldsmica; intervienen en
muchas funciones celulares incluyendo plegamientos, importacién y exportacién de
protefnas en varios compartimentos celulares (57).

En bacterias Gram-negativas, los caperones se localizan en e} periplasma y son
necesarios para el ensamblaje de muchas estructuras de superficie adhesivas asociadas con

1a virulencia,

4.2 BIOGENESIS DE LA FIMBRIA
E1 ensamblaje de Ja fimbria bacteriana es un proceso complejo que envuelve una
interaccién molecular espectfica entre protefnas estructusales y caperones. El proceso de

ensamblaje ocurre postsecrecionalmente, una vez que las subunidades han sido trasladad.

através de la membrana citoplésmica. Cada una de las protefnas conocidas envueltas en

el ensamblaje de la fimbria y la secrecion son sintetizadas en una forma de precursor que
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es procesada  através de la membrana citopldsmica. Los caperones peripldsmicos son

requeridos gencralmente para unirse a las subunidades interactivas y dividirlas en
complejos competentes de ensamblaje. La unidn del caperén a las subunidades
aparentemente protege a la superficie interactiva y evita que se agregen en tiempo y lugar
equivocados dentro de 1a célula. La fimbria se ensambla en polfmeros lineales que se
empacan en una hélice de mano derecha después de su movilizacién através de canales
especificos de la membrana externa. Cada filamento de la fimbria es un ensamblaje

hainidack

cuaternasio de la subunidad | y varias menores incluyendo el

fragmento adhesina. Aunque el ensamblaje y organizacién de Ia fimbria tipo 1 y tipo P

son muy similares, existen algunas diferenci bles. Por ejemplo, 12 adhesina de la

fimbria P estd localizada exclusivamente en la punta del filamento de la fimbria y forma
parte de una estructura morfologicamente distinta. En contraste, el fragmento de adhesina
de 1a fimbria de tipo 1 estd insertada dentro del filamento de la fimbriz a intervalos, pero

solamente 1a molécula de adhesi p a la punta de la fimbria es funcional. Poco se

conoce acerca de la estructura y ensamblaje de la fimbria de tipo 4, la cual es una clase
uinica de fimbria expresada por varias especies diferentes de bacterias Gram negativas. La
variacién de fase del gene pilC en N. gonorrheae al estado apagado (off) resulta en la
acumulacién de sutwmidades no ensambladas téxicas a la célula.

Este proceso ejerce una presién de seleccién fuerte en la células que disparan
alteraciones en ¢l gene estructural de la fimbria. Esta variacion antigénica de la fimbria

en este organismo puede ser regulada a nivel del ensamblaje (37).

Introduccidn



Garibay E. J. 40
La fimbria de tipo P estf compuesta por fibras que consisten de una delgada punta

fibrilar heteropolfmerica unida de extremo a extremo al grueso del tubo fimbrial. La punta
fibrilar es una fibra lineal compuesta de cuatro subunidades especializadas, PapG, PapF,
PapE, y PapK. PapG es una adbesina bacteriana que media la unién al receptor Gal-o-(1-
4)Gal p en las globoseries de glicolfpidos en el rifion. PapF es una protefna

adsptadora que une PapG a PapE. La estnctura de la punta fibrilar consiste de
subunidades repetitiyas de PapE, las cuales se unen al tubo helicoidal homopolimérico por
medio de la proteina adaptadora PapK. El tubo consiste de subunidades repetitivas de
PapA dispuestas ea forma de hélice de mano derecha ancladas a la célula bacteriana por
PapH. El caperén PapD une cada una de las subunidades fimbriales a medida que son
transportadas de la membrana citopldsmica al periplasma, y los transporta a los sitios de
easamblaje compuestos de PapC  localizados en la membrana externa. La proteina PapC
ha sido referida como una molécula acomodadora porque recibe a la subunidad unida al
caperda y la incorpora, o acomoda a la fimbria en crecimiento en un orden definido. PapC
es una protefna de membrana externa. El mimero de fimbrias formadas por célula estd
directamente relacionado a la cantidad de PapC producida. PapC juega un papel activo en
la disociacién de la subunidad unida a PapD a medida que son blada dentro de la
fimbria.

La proteina PapC atraviesa el periplasma para convertirse en  un componente
integral de la membrana externa de la bacteria, probablemente toma la forma de un canal

transmembeanal. Las subunidades individuales PapA, PapE, PapF, y PapG son
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rapidamente estabilizadas en el medio ambicnte peripldsmico via su asociacién con el

caperén PapD. El producto génico del gene papK tambi¢n se piensa sea similar a la
fimbrina en su estructura primaria, asf, puede formar parte de la estructura completa de
1a fimbria, Sin embargo, en la actualidad los unicos datos que se tienen sobre la proteina

papK son en el sentido de que ni ésta ni pap) son iales para la expresion del fenotipo

MRHA y la expresi6n de la fimbria,
Se cree que la biongenesis de la fimbria (Fig. 11) se incia con la interaccién de )

PapF con algiin otro factor atin no identificado. Un candidato es Papl, el producto génico
del gene papJ identificado solamente por analisis de secuencia del DNA. Es probable que
Ias regidnes similares a la fimbrina en Papl, es decir, las regiones de PapJ que se parecen
a la fimbrina, puedan promover alguna forma de interaccién entre esta protefna y otras
subunidades de la fimbria. La fimbria de tipo P crece desde la base (62), una vez que
PapF y PapG se han acomodado en 1a punta de la fimbria, es probable que estas sean las

primeras protefnas en interactuar con PapC. En este proceso, PapF y PapG estarian

depositadas en PapC en una configuracién estable inducida por su asociacion con el
caperén PapD. Para ayudar a la adhesina Gal(<1-4)Gal a ser localizada en la superficie,

la protefna PapE es liberada cercana al puerto de membrana PapC donde se ligaria

fir alasp que se requi para la adhesién al cuerpo de 14 fimbria. Bajo
Ia licgada del complejo PapA-PapD a PapC, la subunidad de PapA pudicra ser disociad:

del transportador peripldsmico e incorporarse a la estructura de la fimbria atrds de PapE.

Para formar una estructura madura de fimbria, aproximadamente 1000 subunidades
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de PapA son adicionadas a 1a fibra en crecimiento antes de que PapH interactie con la

fimbria y ancle el polfmero en 1a superficie bacteriana (posiblemente via PapC), de este

modo terminando la extensién de la fimbria (90). El ensamblaje de 1a fimbria estd

Introduceidn
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Gale(1-4)Gal

Figura 11. Modelo de 1a hiogénesis de 1a fimbria de tipo P. El caperén PapD
mmhmnadamdelumb\muawuéasdehﬁmhufm—dom

de blajc los cumles son licvados a Ia protefna
cnsmhhnlcdcllmnbnnacxmhpc requerida para La biogénesis de la
fimbria de tipo P. Las subunid. de PapA sc anp €0 una forma de tubo
helicoidal de mano derecha, La incorporacidn de PepH tenmine 1a polimerizacido
de PapA y ancla Iz fimbria a 1a cflula. Las subunidades de PapE forman fibras
belicosdales abicrtas flamadas punta de fibrilla. La adhesina PapG localizada e
1a parte fina distal de la fibrilla (mostrada en negro), media ba unitn al roceptor
Galo((1-4)Gal. PapF y PapK han sido localizados cn las puntas de las fimbrias,
su posicitn cxacta ea 1a punta de 1a fimbria se desconoce. (Tomado de Kuchn,
M. J., Heuser, 3., y Normark, S., 1992).
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estrechamente ligado a la organizacién transcripcional y a la regulacién d;:l grupo de
genes que forman el operdn pap. ‘

PapH es una protefna similar a la fimbrina con un peso molecular de
aproximadamente 20 kD, con una caracterfstica que la hace diferente a las demds
subunidades fimbriales, pues es muy rica en prolina en su extensién amino terminal,
Durante 1a biogénesis de la fimbria, PapH es la tltima subunidad que se incorpora al
filamento de la fimbria. Su localizacién en la base de la fimbria se piensa que es debido
a que actia como seiial de terminacion en el crecimiento de la fimbria. La longitud
promedio de la fimbria parece estar controlada por la refativa estequiomeﬁ-fa entre la
protefna PapH y la subunidad estructural mayor PapA. Cuando existe una sobreproduccién
de PapH en relacién con PapA, la fimbria producida es de una longitud muy corta. Por

el contrario, si los nivel de PapH son menores en relacién con PapA, las fimbrias que se

expresadas alcanzan longitudes mayores, por lo que en ocasi éstas son das hacia
el medio de cultivo (37). Todo esto sugiere que PapH puede formar interaccidnes con la
pared celular (o con PapC) y de este modo anclar la fimbria a la superficie celular (90).
Se piensa que la extensién rica en prolina de PapH sirva para fijar esta protefna y la
fimbria en 1a superficie celular y de este modo establecer una unién firme entre Ia fimbria

y la superficie celular (90).

Introduccidn
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O.OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de fimbria en Actinobacillus pleuropneumoniae.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Aislar e identificar a Actinobacillus pleuroy iue a partir de casos agudos de

Pleuronemonia Contagiosa Porcina.

2.- Determinar la presencia de fimbria hasta el tercer pase, mediante Microscopfa

Electrénica de T ision en Actinobacillus pleurop iae a partir de casos agudos

de Pileuroneumonfa Contagiosa Porcina.

3.- Determinar el némero, didmetro y longitud de las fimbrias, y la expresién de estas en

relacién con el serotipo.

Objctivos
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IN. MATERIALES Y METODOS

1.- Mayerial biolégico

Se obtuvieron 25 pulmones de cerdo con Pleuroneumonia contagiosa porcina, a
partir de los cuales se aislé a Actinobacillus pleuropneumoniae. Los pulmones presentaron
zonas fibrino-hemorrdgicas caracterfsticas de donde se aislé a Actinobacillus
pleuropneumoniae en condiciones asepticas, para lo cual se cort6 un fragmento de pulmén

e inocul6 en cajas de agar sangre.

2.- Medios de Cultivo
2.1 Agar Sangre: Se preparé con agar de Infusidn cerebro corazén (BHI) y adicionando
5% de sangre desfibrinada de bovino.

2.2 Agar de infusion cerebro corazdn (BHI): Se prepard con agar BHI enriquecido con

extracto de levadura al 10 %.

2.3 Extracto de levadura
Se preparé con 50 gramos de levadura fresca de panaderfa los cuales se
suspendieron en 100 m! de agua destilada. Se calentd a 80-85 °C durante 20 minutos, se

clarificé mediante la filtracién con cartuchos Millipore "Lifegard™ CP-15, se ajusté el pH

Materiales y Méodos
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a 7.6 con una solucién 1 N de NaOH. Se esteriliz6 por filtracién en membranas Millipore
de 0.22 um de didmetro. E! filtrado se realizé en condiciones estériles, y el extracto de

levadura obtenido se al 6 a -20 °C hasta su uso.

3.- Obtencidn de eritrocitos de hovino
Se prepar6 un desfibrinador utilizando un matraz erlenmeyer de boca ancha al cual
se adicioné cantidad suficiente de perlas de vidrio, se tapé con un tapén de hule previsto

de dos orificios donde se introdujeron dos tubos de vidrio de aproximadamente 1 cm de

didmetro, de los cuales a uno de ellos se le coloc6 una guera de ldtex, mi que
el otro tubo funcions como respirador debidamente tapado con un algodén y cubierto con
papel aluminio (Fig. 12). Se esterilizé todo a 15 Ib/15 min.

Se localizé 1a vena yugular del bovino y se puncioné con aguja del nimero 16, la

sangre se recolectd en el desfibrinador con agitacién constante.

4.- Rejillas

Se utilizaron rejillas de cobre malla 300 lavadas en solucién de acetona en un
sonicador "Ultrasonic Cleaner” (Cole-Parmer Instruments) por cinco minutos y enjuagadas
con agua destilada 3 veces y nuevamente sonicadas por cinco minutos. Las rejillas se

dejaron secar para ser usadas posteriormente.

Matcriales y Métodos
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Figura 12. Desfibrinador utilizado en la recoleccién de eritrocitos de
bovino.

5.- Pelicula soporte

La pelfcula ticne que ser muy delgada (60-70 nm de grosor) para que disperse el

menor mj de electrones. Se

prepar6 una solucién de Formvar (polivinil formal) al
0.1% en cloroformo (86). Se introdujo en la solucion un portaobjetos totalmente lfmpio
y libre de grasa, manteniendolo en posicién horizontal, se sacé y se incliné verticalmente
para eliminar el exceso de solucién de formvar, esta operacion se hizo répidamente pués

¢ cloroformo evapora fécilmente. El formvar queds pegado al portaobjetos formando una

Materiales y Métodos
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fina pelfcula. Para separar la pelfcula, se corté cuidadosamente la orilla de la pelfcula

adherida al p bj y se introdujo horizontalmente en un cristalizador lleno de agua,
1a pelfcula se desprendié y quedd flotando en el agua reflejando un color dorado-plateado
lo que nos indica que tiene un grosor de 60-90 nm. Se colocaron las rejillas en la pelfcula
flotante, las cuales fueron recogidas con papel filtro. Las rejillas fueron secadas en estufa

a 50 °C, después de lo cual 1a pelfcula queds firmemente adherida a las rejillas

66METODOS

6.1. Aislamiento de Actinobacillus pleurop

A. pleuropneumoniae se aisl6 a partir de pulmones neuménicos y en cajas de agar
sangre del siguiente modo: La zona lesionada del pulmén se quemé con una espdtula
caliente, en condiciones asepticas y con tijeras estériles se realizé un corte de
aproximadamente 4 cm’; la parte interior del corte se impregné en la caja de agar sangre
y se estrid con asa de platino, posteriormente se coloc6 un indculo de una cepa nodriza
de Staphylococcus aureus (no hemolitica) en forma perpendicular al estriado original. Las
cajas se incubaron a 37°C por un tiempo de 12 a 18 boras (23). Se realizaron los pases en

agar BHI (Bioxdn) con ievadura y se incubaron a 37°C por un ticmpo de 12 a 18 horas.

Materiales y Métodos
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6.2. Identificacién de Acrinobacillus pleurop

Las pruebas realizadas para su identificacion (63) fueron las siguientes:
6.2.1 Tincion Gram.

Los cultivos a teflir deben ser jévenes (incubados con un mdximo de 24 horas), esto
debido a que los cultivos viejos liberan enzimas por autdlisis y atacan la pared celular
modificando sus propicdades estructurales y convirtiendo las bacterias Gram positivas en
Gram negativas.

a) Se prepara un frotis de un aislamiento reciente.

b) Se ailade una solucidn de cristal violeta dusanate 30 seg.

¢) Agregar la solucién de lugol durante 30 seg.

d) Escurrir la solucién de lugol sin lavar.

e) Lavar rdpidamente con agua. .
f) Decolorar con algunas gotas de alcohol-acetoan, no més de 4 seg.
g) Contrastar con safranina al 0.5%, 30 seg.

h) Lavar y secar 1a laminilla.

6.2.2 Prueba de la Catalasa
Comprueba la presencia de la enzima catalasa.
Se utilizé peréxido de hidrégeno al 30%. La solucién se conservé en frasco ambar y se

refriger6 hasta su uso.

Maicriales y Métodos
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Método del portaobjetos:
a) Con un aplicador de madera se recogi6 cl centro de una colonia pura de 18-24 horas
y se colocd sobre un portaobjetos de vidrio limpio procurando no tomar trazas de agar
sangre
b) Se adiciond una gota de peréxido de hidrégeno al 30% sobre el organismo del
portacbjetos.
La prueba es positiva si existe formacién inmediata de burbujas bien visibles (formacién

de oxfgeno). La prueba es negativa si no hay formacién de burbujas.

6.2.3 Produccién de Hemolisina.
En el aislamiento en Agar sangre se determinG el grado de hemélisis producido por

A. pleuropneumoniae.

6.2.4 Reaccion de CAMP

Se utilizé una cepa de Sraphylococcus aureus productora de B-lisina.Se reatiz6 en
agar sangre, estriando a Actinobacillus pleuropneumoniae en toda la caja, posteriormente
se colocd un indeulo de Staphylococcus uureus en forma perpendicular al estriado. La
prucha CAMP es positiva si existe hemdlisis completa en 1a zona de las colonias cercanas

a la cepa nodriza.

. Materiales y Méiodos
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6.2.5 Prueba de Satelitismo.
Puede observarse tanto en agar sangre como en agar BHI. La prueba es positiva

siActinobacillus pleurop ige crece en la periferia de la cepa nodriza.

6.2.6 Dependencia del factor V.

Actinobacillus pleuropneumoniae rtequiere del factor V (Nicotinamin Adenin

Dinucledtido, NAD) para su crecimiento, ef cual fué proporcionado adici do al agar
sangre l1a cepa nodriza de Staphylococcus aureus y al agar BHI el 10% de extracto de
levadura. A. pleuropneumoniae crecerd si estos factores son adicionados al medio de

cultivo por lo que 1a prueba serd positiva.

6.2.7 Prueba de Ureasa.

Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando dos
moléculas de amoniaco por la accién de la enzima ureasa. El medio empleado es el caldo
de urea de Stuart.

Se deposit6 un inéculo en el medio contenido en un tubo de ensaye (la cantidad
recogida con el asa de inoculacién tres veces), se agité suavemente y se incubé a 35 °C.
Se observé la reaccién después de las 8, 12, 24 y 48 horas de incubacion. La prueba es
positiva si se produce un color rojo rosado en todo el caldo. La reacci6n es negativa si no

hay cambio de color.

Materiales y Métodos
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6.2.8 Fe i6n de carbohid,

Se inocularon tubos conteniendo 0.5 ml de caldo base rojo de fenol, 1% del azicar
a probar y 10 ug/mi de NAD con un cultivo de Actinobacillus pleuropneumoniae de 18-24

hrs. de crecimiento. El cambio de coloracion en el medio de rojo a amarillo indicé una

prueba positiva al carbohidrate que fa ese tubo.

7. Serotipificacion

Se emplearon antisueros de los serotipos 1, 3, 5 y 7 de Actinobacillus
pleuropneumoniae. La prueba se realizé en placa, adicionando un indculo de 1a bacteria
para cada antisuero en l1a placa. Se adiciond entonces una gota de antisuero
correspondiente a cada indculo, se homogenizé suavemente (23). La bacteria pertenece a
cualquiera de los serotipos probados si existe una aglutinacién.

8.- Microscopfa Electrénica.
8.1 Fijacién de la Bacteria

Se depositd un i lo b denso en aproximadamente 0.5 ml de solucién

fijadora de glutaraldehido-rojo de rutenio (solucién de rojo de rutenio al 0.01% en
solucién de glutaraldehfdo al 2.5%) (66) contenido en un tubo de microcentrifuga de

polipropileno (tipo Eppendorf, Beckman instruments). Se fijé por 30 minutos.

Terminado ¢l tiempo de fijacién sc centrifugé en una Microcentrifuga "Microfuge

E, Beckman” por 3 mi se retird la solucida fijadora y se resuspendio con buffer de

Makeriales y Méiodos
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fosfatos pH 7.2 0.2 M (Sorensen).

8.2 Tincion negativa.

Se colocd un trozo de papel parafilm y sobre el se depositaron dos gotas de
suspensién bacterians, enseguida se colocaron dos rejillas cubiertas con membrana
formvar, y se dejaron adsorber las bacterias por 15 minutos, se cubrid todo con una tapa
de caja petri.

Las bacterias ya adsorbidas en las rejillas se pasaron a upa gota de dcido
fosfottingstico (colocada en el mismo parafilm) y se tifieron por 10 minutos (66). Las
rejillas se sacaron y se absorbid el exceso de solucidn de dcido fosfotingstico con la punta
de un trozo pequeilo de papel filtro.

Se dejaron secar en una caja petri para posteriormente ser observadas en el
Microscépio Electrénico de Transmisiéon JEOL JEM-100S, evaludndose un nimero de
cien células por rejilla, y registrando el mimero de células fimbriadas, de las cuales se
obtuvieron fotos a diferentes aumentos. El didmetro de las fimbrias fué determinado por

la siguiente férmula (24):

Tamafio de particula (nm) = i
Magnificacién final de la micrografia

La magnificacién final de la micrograffa se calcula multiplicando la magnificacion

4 Ia cual el objeto fué fotografiado en el microscépio electrénico de transmisién por las

Matcriales y Métodos
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veces en que el negativo fué ampliado en 1a impresid:

Las fimbrias fueron medidas con un mic de platino (Carl Zeiss) calibrado

en décimas de milfmetro con ayuda de un microscépio estereoscépico "Leitz wetzlar”.

Materialés y Métodos
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IV. RESULTADOS.

Actinobacillus ple iae se recuperd a partir de diferentes zonas lesionadas
del pulmén, logrand b 25 aislamientos de la bacteria a partir de los 25 pulmones

neumdnicos. Cada uno de los aislamientos se identificd, se les determiné el serotipo al que
pertenecen, se les realizaron los pases subsecuentes en agar BHI y se evalu6 el mimero de
cflulas fimbriadas presentes en cada uno de los pases.

Los resultados de las pruebas bioqufmicas realizadas a cada uno de los aislamientos
de Actinobacillus pleuropneumoniae se muestran en ¢l Cuadro 1. Todos los aislamieatos
presentaron beta-hemélisis.

Las observaciones realizadas en el microscopio electrénico de transmisidn
mostraron que de Yos 25 aislamientos de Actinobacillus pleuropneumoniae, en 14 de ellos
se hallaron células fimbriadas, 1o cual corresponde al 56% del total de los aislamientos.
Esta proporcién fué hallada en el primer pasc con agar sangre, en el segundo pase con

agar BHI uni 2 p on fimbrias, lo que corresponde a un 8% del

total de los aislamientos. En el tercer pase ninguno de los aistamientos presentd fimbrias
(Cuadro 2).
En cuanto a los scrotipos, se identificaron tres distintos serotipos, siendo los

siguientes: serotipo 1, serotipo 3, serotipo 5, y nicamente en up caso estuvieron

Resultados
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CUADRO No. 1
RESULTADO DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DESARROLLADAS
A Actinobacillus pleurop i

Prucba Resultados
Tincién Gram Gram negativo
Morfologia Cocobacilo pleomdrfico
CAMP Positivo
Satelitismo Positivo
Dependencia del

factor V Positivo
Ureasa * Positivo
Catalasa Negativo
Fermentacién de CHOS:
D(+)Fructosa Positivo
L(+)Arabinosa Negativo
D(+)Xilosa Positivo
D{-+)Lactosa Negativo
Sacarosa Positivo

involucrados dos serotipos el 1 y el 3 (muestra 12 del cuadro 2). El serotipo 1 se

encontrd tanto en los aislamientos fimbriados como en los no fimbriados, al igual que €l

ipo 3. El ipo 5 ( 7 del dro 2) y el caso en donde estuvieron

involucrados ambos ipos 1y 3 uni fueron dos en los aislamientos

que presentaron fimbrias (Cuadro 3).

Resultados
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CUADRO No. 2

37

NUMERO DE CELULAS FIMBRIADAS OBSERVADAS AL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE

~ TRANSMISION EN Aciinobacillus pl
AISLAMIENTOS EN PULMONES NEUMONICOS. EL CUADRO MUESTRA TAMBIEN
EL SEROTIPO AL QUE PERTENECEN.

Numero de células fimbriadas
No. de en cien células observadas
aisfamicento
17 Pase 2° Pase 37 Pase
1 66 0 L]
2 57 0 0
3 75 0 0
50 ) o
52 0 0.
0
o

2° Pase: Agar BHI
3% Pase: Agar BHI

Resultados

- Pue Aéar sangre
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El serotipo | fué el que con mds frecuencia se aisld, asi mismo, fué también e! serotipo

que mds se presentd en los aislamientos fimbriados, pues 9 de ellos correspondieron a este

serotipo.
CUADRO No. 3
RELACION DE LAS MUESTRAS FIMBRIADAS Y NO FIMBRIADAS Y
EL SEROTIPO CORRESPONDIENTE EN LOS 25 AISLAMIENTOS DE
inobacillus pleurop i
Muestras Mucstras
Serotipo Fimbrisdas No Fimbriadas
1 9/25 7125
3 3125 ans
5 125 , or2s
1.3 125 025
TOTAL - 14/25 11725
La grifica 1 de més il iva el nimero de aislamientos

fimbriados obtenidos del primer pase en agar sangre y el nimero de aislamientos que

mantuvieron esta estructura en el segundo y tercer pase en agar BHI, asi mismo muestra

he "

el ‘,, > COITesy
De las cien células evaluadas para cada caso, el mayor recuento se obtuvo en el

aislamiento 12, correspondiente al serotipo 1,3 conun porcentsje promedio de 85%

Resultados
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Numero de aislamientos fimbriados y su serotipo
obtenidos en el primer y segundo pase.

No. de aislamientos

Pase 1 Pase 2 Pase 3

Serotipos

Serotipo 1,3 DSerotipo 5
] Serotipo 3 | Serotipo 1
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’ (Cuadrd No. 4). Con respecto a los aislamientos del serotipo 1 y del serotipo 3 el

Aporcemaje promedio de céluluas fimbriadas fué de 46.6% para ambos.

CUADRO No. 4
EVALUACION TOTAL Y PORCENTAJE PROMEDIO DEL NUMERO
DE CELULAS FIMBRIADAS EN CADA UNO DE LOS SEROTIPOS

IDENTIFICADOS
Total de Porcentaje
Scrotipo Células fimbriadas Promedio
1 420/900 46.6%
3 1401300 46.6%
5. 52/100 52.0%
lv.3 85/100 85.0%

La disbosiéidh de las fimbrias en la mayorfa de los casos se present$ en forma
aleawﬁ; ysolo en unos cuantos en forma polar. El nimero de fimbrias por célula tuvo
una média de 2.19 + 1.59 y el didmetro hallado varié desde 2nm hasta 7nm. La
réiacidn de los digmetros encontrados se muestra en el Cuadro No. 5. Las fimbrias con
difmetros de 4 nm fueron las que con mayor frecuencia se encontraron (33.3%), siendo
las fimbrias con digmetros de 7 nm las que menos se expresaron (9.5%).

La longitud de fas fimbrias fué muy variable, de 115 nm a 1800 nm, con una
media de 642.23 1 480.66 nm. La siguiente serie de micrografias electrénicas muestra

los tipos de fimbria mds representativos.

Resultados
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Resultados

CUADRO No. 5§
DIAMETRO DE FIMBRIAS HALLADO EN
Actinobacillus pleuropneumnoniae

Didmetro de fimbria Pori:éntajeii‘i

en nm) (%)
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MICROGRAFIA No. 1. Micrografia electrdnica de Transmisién de
Actinobacillus pleuropneumoniae por el método de tincidn negativa, La

bacteria fué crecida en agar sangre con cepa nodriza de S. aureus. Las

fimbrias aquf presentes, indicadas con flechus, muestran una apariencia
monoléuca fibrilar, poseen un didmetro de 2.1 nm y longitudes de 1y 1.7

. La bacteria mide 0.54 pm. La micrografid fué tomada a' 15 000 )

.xumunlus Barra= 0.2 pm.

Resultaduas
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MICROGRAFIA No. 2. Micrografia electrdnica de Transmisiin de 4,
pleuropneumoniae (obtenida por el mismo método gue la micrografia no..1).
Las fimbrias indicadas con flechas poseen un didmetro de 2.9 nm y
longitudes de 0.48 um y 0.58 pm. Notese la disposicidn polar de las
fimbrias y el ligero adelgasamicento de la bacteria en la zona media 1o cual
indica un proceso de division. La bacteria mide 0.72 gm. La micrografia
{ué tomada a 15000 aumentos. Barra= 0.1 pm

Resultados
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MICROGRAFIA No. 3. Micrografia clulrumm de u'.msmls n d(. A
pleuropneumoniae (obtenida por el mismo muodu que la’ mumg, Ifa no. l)

La fimbria indicuta con flecha muestra una disposicion. polar y’ posee un - e
digmetro de 4.16 nm y longitud de 9.7 gm., La bacteria mide 0.4 m. Ld IR

micrograffa fué Ja a 15 000
Barra = 0,125 pm

Resultados
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MICROGRAFIA No. 4. Micrografia clectronica de transmision de A,
pleuroy jae (oh ida por ¢l mismo método que 13 microgralia no.
1). Las timbrius presentes ¢ indicadas con Nechas muestran una distribucion
peritrica, poseen un didmetro de 5 nm y las lum,iludt.s respectivas son de

0.36 pm; 2.2 pm, y 8.3 pm, La bacteria mide 0.62 pm La mu.rogralfa fué
tomada a 30 000 aumentos. Barra = 0.1 pm :

Resultados
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i) A

0,24y

MICROGRAFIA No. 5. Micrograffa clectrdnic de’
pleuropneumoniue (obtenida por el mismo método que I: mu.ro),mlfd no. 1),

Las fimbrias indicadas con flechas y distribucion aledtoria’ miden 5 nm,
Notese la gran longitud que poseen de 1.8 pm; 1.6 pm; 8.5 um; 7.8 pmy -
0.5 pm. las bacterias miden 0.45 pm y 0.6 um. La ‘micrograffa muestra
también una coneccidn de las dos células mediante la fimbria de 0. 5 gmde
longitud. La micrograffa fué tomada a 10 000 aumentos: Barra = 0.24 pm -

Resultados
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MICROGRAFIA No. 6. Micrografia clectrénica de transmisin de A.
pleuropneumoniae (ohtenida por ¢l mismo método yue la micrograffa no. 1).
Las fimbrias, indicadas con flechas, se observan distribuidas peritricamente
y poseen un didgmetro de 5.3 nm y longitudes de 6.6 um y 4.6 um. La
bacteria mide 0.5 pum. La micrograffa fu€ tomada a 15 000 aumentos.
Barra = 0.1 um

Resultados
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MICROGRAFIA No. 7. Micrograffa electrénica de transmision de A,
pleuropneumoniae (obtenida por el mismo método que 1a micrografia no. 1),
La micrograffa- muestra a dos c€lulas juntas, de las cuales una presenta
fimbria, indicada con flecha, que posee un didmetro de 6.2 nm y longitud
de 3.1 um, Las bacterias miden 0.5 pm. La micrograffa fué tomada a
10 000 aumentos. Barra = 0,1 gm

Resultados
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MICROGRAFIA No. 8. Micrograffa electrénica de transmision de A,

pleuropneumoniae. La fimbria indicada con la flecha posee un didmetro de *

7.4 nm y una longitud de 0.85 um. La bacteria tiene un didmetro de 0.3
um. La micrografia fué tomada a 15 000 aumentos. Barra = 0.1 pm

Resultados
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V. DISCUSION.

Antes de que el agente de Ja pleuroneumontfa porcina fuese transferido del género

Ha hilus al género Actinobacillus pot Pohl y cols. en 1983, la presencia de fimbrias

v

no habia sido descrita en otros miembros de este género hasta que en 1981 Kahn y

Gromk 1a describieron en Haemophilus parainfluenza mediante técnicas de microscopfa

electrdaica y creciendo a la bacteria en medio BHI a 37 “C en condiciones acrobias
obteniendo un 35% de células fimbriadas. En ese estudio, el medio BHI resulté ser un

medio adecuado no solamente para el crecimiento de la bacteria, si no también para la

N

expresién de las fimbrias. En Acri illus pleur , al igual que Haemophilus

p

parainfluenza, el medio BHI es el m4s utilizado para su crecimiento junto con el agar

sangre (10), sin embargo, aunque en nuestros Itados en ambos medios de cultivo (agar

sangre y BHI) hubo crecimiento bacteriano, solo en el agar sangre se obtuvo el mayor
mimero de c€lulas fimbriadas (cuadro 2), mientras que en el segundo pase en agar BHI
unicamente dos del total de los aislamientos fimbriados conservaron esta estructura, de las
cuales solamente 5 células en el aislamiento nimero 13 y 3 células en el aislamiento
mimero 14 presentaron fimbrias.

El mayor recuento de células fimbriadas con porcentaje promedio de 85% (cuadro

4) pondiente al aislami 12 (cuadro 2), unica muestra donde estuvieron

involucrados ambos serotipos 1,3 no puede considerarse que sea el aislamiento con el

Discusién
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PY

mayor nimero de células fimbriadas, pues es necesario promediarla con una c:

mayor de aislamientos donde estén involucrados ambos serotipos, Ocurre o mismo con
el aislamiento del serotio 5. Lo que sf puede tomarse en cuenta es el porcentaje promedio
de células fimbriadas hallado en el serotipo 1 y el serotipo 3, pues en estos, el nimero de
aislamientos fué mayor (Cuadro 3). El serotipo 1 presente en la mayorfa de los
aislamientos fimbriados (Grdfica 1), ha estado asociado con los brotes m4s severos de
pleuroneumonfa ocasionando una elevada mortalidad, ademds de ser el serotipo mis
prevalente en el pafs (68, 19). Esto sugiere que de algin modo la presencia de este
organelo coadyuva a la severidad de las lesiones.

No puede asegurarse en este estudio, que la fimbria se conserva hasta el segundo
pase, pues fué mfnima su expresion; aunque existen bacterias en las cuales la produccién
de fimbria se ha logrado conservar in vitro hasta el cuarto pase (6), en la mayorfa de los
casos solo se ha conservado hasta el tercero. En el caso de Acrinobacillus
pleuropneumoniae, Utrera y Pijoan (91) lograron obtener células fimbriadas dnicamente
hasta el segundo pase y en proporcién menor que en el primero en agar sangre como
medio de cultivo. El reporte de Utrera y Pijoan al igual que ¢l nuestro, han sido hasta la
fecha, los dos tnicos que han demostrado de manera muy clara que Actinobacillus
Ppleuropneumoniae expresa estos tipos de apéndices extracelulares. Si bien el primer
reporie (91) muestra su persistencia hasta el sugundo pase con didmetros de hasta dos
nandmetros y longitudes de hasta 450 nm; nuestro estudio completa en forma total lo

referente a estas estructuras, pues los didmetros encontrados de 2 nm hasta 7 nm vy las

Discusién
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longitudes de hasta 1800 nm incluyen todas las formas de fimbrias hasta la fecha

caracterizadas: Ia "rigida” que posee didmetro de entre 5 a 8 am y que estd involucrada
tanto en la adherencia como en la conjugacién y la forma "flexible® con didmetros de
hasta 2 nm involucrada dnicamente en el fenémeno de adherencia (53). Este hallazgo
trasciende auin més, pues es muy probable que entre la amplia gama de didmetros hallados,
Actinobacillus pleumpnewnbm‘ae este expresando fimbrias de comjugacién y con ello
explicar el porque de la resistencia a varios firmacos, punto que hasta la fecha ain no

queda muy claro. Segin lo reportado por Colmenares y cols. en 1988, la resistencia de

20 aislami de Actinobacillus pleurop jae a un gran nimero de antibidticos,

faloxina T icina, k ici furade

entre ellos ampicilina y penicilina (

gentamicina, tilosina tiamulian entre otros) no estaba codificada por pldsmidos; en un

trabajo posterior desarrollado por Borr y cols en 1991 con técnicas de hibridizacién de

DNA, las doce cepas exi de Actinobacillus pleurop jae y obtenidas de varios

paises, ninguna presenté pldsmidos. Sin embargo, en el estudio realizado por Bélanger y

cols., en 1990 sobre el papel que juegan los lipopolisacdridos en la adh ia de

¥

Actinobacillus pleuro iae, cuatro de los 17 aislamientos albergaron pldsmidos

confiriendo a la bacteria resistencia a varios antibi6ticos notablemente a ampicilina y
penicilina. Adn no queda muy claro lo referente a este punto, pero si resuita muy

p que las i

igaci sean dirigidas no solamente a la caracterizacion de las

4.

fimbrias, sino

a la correlacién de la resi ia a antibidticos con la presencia de

plasmidos y los posibles i de recombinacion i los cuales se ha hecho
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resistente a varios antibidticos, punto muy importante ya que el mimero de cepas

resistentes contimia aum do y se siguen desarrolland; patrones de resistencia.
Es indiscutible, que si qui bl didas de | y erradicacién de
Ia plevroneumonfa es necesario conocer los f de virulencia involucrados en Ia

enfermedad, los mecanismos mediante los cuales causa dailo, establecer sistemas de
diagndstico eficientes que indiquen el serotipo responsable en los brotes y de este modo
aplicar la vacuna y tratamiento adecuado. Actualmente se desconocen aun muchos de los
mecanismos  involucrados en la patogenesis de la enfermedad. Varias actividades
citotéxicas y hemolfticas han sido descritas (32, 33, 34, 52), un factor de permeabilidad
(58) y otros factores tdxicos de macréfagos (8, 80) y neutrofilos (84) han sido reportados,
pero los factores de virulencia envueltos en la colonizacién del tracto respiratorio

permanecen grandemente desconocidos. Las investigaciones dirigidas sobre la forma en

»

que Acti illus pleurop iae se blece en vias respiratorias y coloniza el
pulmén sugerian que la adherencia era el punto principal en la infeccidn pulmonar (93).
Sin embargo, cuando Jacques y cols, en 1991 evaluaron la adherencia de Actinobacillus
pleuropneumoniae en células epiteliales de trdquea y secciones de pulmdn, mostraron que

el serotipo y el material capsular no parecen estar envueltos en este fenémeno, al igual que

los f arriba ionadk

Los lipopolisacdridos (LPS), descritos y caracterizados primeramente en
Actinobacillus pleuropneumoniae por Fenwick en 1986 y purificados por Byrd y Kadis en

1989 han resultado estar estrechamente relacionados en el fendmeno de adherencia,
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Ademids de ser las adhesinas mayormente presentes en Actinobacillus pleuropneumoniae
(69). Se ha pretendido mostrar la accesibilidad de los LPS en la superficie de este

1 i ih

microorganismo, prerrequisito ial para q ina bacteriana, y localizar el

sitio preferencial de unidn del LPS sobre secciones de tejido pulmonar y determinar cual
regién de este complejo molecular estd envuelto en la adherencia, Las técnicas de
inmunomicroscopfa electrénica y citometria de flujo han logrado demostrar que los LPS
son en efecto accesibles a la superficie de Acrinobacillus pleuropneumoniae (77) y que
ademds los ensayos de adhesidn en secciones de pulmdn congelados combinados con
inmunotincién muestran que los LPS extrafdos de Actinobacillus pleuropneumoniae se

adhieren al endotelio vascular, mesenquima del pulmén y al epitelio traqueal. Esta

"

observacidn soporta la idea de que los LPS de Aciii illus pleuropi iae juegan un
papel importante en la adherencia, mas no son los dnicos involucrados en este fendmeno,

Desde que Inzana y cols. en 1988 sugirieron la presencia de fimbrias en bacterias

opsonizadas de Actinobacillus pleuropne iae (40) los esfuerzos por demostrar esta
estructura han sido minimos. Hasta esta fecha solamente el reporte de Utrera y Pijoan y
el presente trabajo ponen de manifiesto la presencia de estas estructuras involucradas mds
directamente en la colonizacion bacteriana, sin embargo, ain falta establecer si algunos
otros antigenos bacterianos, los cuales posean una conformacién esteroqufmica, perfil
hidrofébico y carga neta electrostdtica complementariamente con ciertas estructuras de

i Ak

membrana sobre una célula blanco, estén involucradas como

potenciales (46).
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VI. CONCLUSIONES.

1.- El agente causal de la Pleuroneumonfa Contagiosa Porcina, Actinobacillus
pleuropneumoniae, es una bacteria capaz de expresar fimbrias.

2.- De los 25 aislamientos obtenidos de Acrinobacillus pleuropneumoniae, solo
14 de ellos presentaron fimbrias. La mayoria en el primer pase.

3.- La expresion de las fimbrias fué minima en agar BHI, siendo el agar sangre
el medio en ¢! cual se obtuvo el mdximo ntimero de bacterias fimbriadas.

4.- En el total de los aislami de Actinobacillus pleurop iae se
identificaron los serotipos 1, 3, 5, y solo en un caso ambos serotipos 1 y 3
resultaron estar involucrados. Los aislamientos fimbriados corresponden en su

mayorfa a los serotipos 1 y 3.

5.- Las fimbrias encontradas muestran una amplia variedad de dismetros que
van de 2 nm hasta 7 nm y con longitudes desde 115 nm hasta 1800 nm. El tipo
de fimbria que con mds frecuencia se encontr6 posee un didmetro de 4 nm.

6.- La presencia de fimhrias en Actinobacillus pleuropneumoniae debe ser

motivo de una investigacién mds amplia con el fin de establecer hasta que punto
est4 involucrada en la virulencia de la Pleuroncumonia Contagiosa Porcina.

Conclusiones
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