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RESUMEN : ,
Vega Mannquez Deha Xochil. Uuhzacuén de rayos Xxe mfran'o;os para la caracterizacion

parcial de la capsula de Pmleurelln mullocula serotlpo D. Bajo la dxreccnon de MVZ. ).

Angel Gunerrez P; bello, Ennquc S 'las QFB Ennque Angeles Angmno :

El

e trabajo va.

pohsacando se i un . ezcla de etanol purificado y destilado y acetato de etilo

Al: polisacarido se le realizaron estudios con rayos X por el

ay'os infran'ojos obteniéndose los siguicntes resultados' Los

5

metodo de los polvos
rayos mfrnrro_ms nos mucstran la preseiicia de grupos funcionales OH v C-H, asi como
wbraclén de estiramnento ¥ vibracion de deformacion en los dos serotipos capsulares Un

: hallazgo xnleresanie fue en la cepa 58 (serotipo A) donde la banda 1128 del grupo
hyldroxllo dlﬁere con la banda 1116 del mismo grupo funcional de la cepa NL42D
(seronpq D). o cual nos proporciona un punto de comparacién entre los dos grupos, que

*pudiera servir para diferenciar de manera parcial los polisacaridos capsulares de diferentes

serotipos y diferentes bacterias. En los rayos X los resultados obtenidos en ¢l angulo 26 de

los grupos quimicos fueron semejantes para los dos serotipos estudiados. La diferencia
que se encontrard fue que el serotipo A mﬁeslra un pico en el angulo 20=56 presente en
los dos serotipos, pero con mayor intensidad que en el serotipo D, lo cual puede servir
como una diferencia para identificar el material capsular de Pastuerella multocida serotipo

D por este método.
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INTRODUCCION.

GENERALIDADES
Pasterelosis se le denomina a una serie de enfermedades producldas por mlcroorgamsmos
de! género Pasteurella y sus diferentes especnes cuyn dlslnbucnon es mundnal y afecla a

varias especies animales incluyendo al hombre. :

Las bacterias del género Pastenrella nor

bovinos yov vej

el hacmanue 0,

de encierro y Puoan

pas poco patogenas del virus de la fiebre porcina ‘

menclona que es posnble que alguna;

clas:ca podnan en ad ames del proceso neumonico (14, 2




~ : . C e !
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CARACTERITICAS MICROBIOLOGICAS DE Pasteurella multocuda

Son cocobacdos Gram negativos, mtden cerca de Miérdq _@e ancho por 0.4 a 0.5 de largo,

“bilis de bovmo unas son i r', X So'n‘ ‘, s de reducir fos nitratos a

los culuvos
mes (14).

en acnﬂawna, la msdxscenc« coloma) fa: l‘erme'macwn de carboh)dralos la pnogemcudad

para el raton v la pro(eccmn por shero ( 14 3”)




-

Pasteurella multocida tiene anngenos somancos 0O, para los cuales se unhzan niimeros

arablgos para dd‘erenclarlos Ios anligenos capsula:es se descnben con letras por lo que una :

asocracmn de anlele/l »bmnvhl.wpn a-y P ml;/l()cl(b

mlcmorgamsmos pueden ser aislados dé cérdos con y sin'signos clinicos. En EUA ¥ Japén,



B branchiseplim es Ia causa principal de la rinitis. En Alemania y Holmda P. multocida es

considerada el patogeno pnmano En los ulumos ahos se ha crcado una_ coniroversia
respeclo a qulen causa la enfennedad (23 26 37 38) '

P! ATOG!:NICI DAD: :
La vuulencla de . P, multocida se asocia a Ia endotoxma y 4 la prcsencla de pili y capsula asi

! como a I produwon de exoloxma El seroupo D en pamcular, produce una exotoxina

: dermonecrénca, la'cual es un ‘metabolito ado por Ia ia, éu icidad d ece a

'n',flas regiones del gen de Ia toxina entre los
clusion de ‘que las regiones amplificadas por
ﬁnuro sc po ’a i
capsular A como

La éndotoxina se encu

membrana extem

Tiene el‘ec{ os daﬂmos

: mtmvascular y choque Ietal(33)
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El pili es una estructura bactenana corta y delgada que se compone de subumdades de

protema Exxsten dos clnses de pili; sexual y adherente, este ultxmo se reconoce comov
anugeno de colomzacnon Tngo y Pijoan en 1988, mencionan la exxstencm de pnh en algunas.

cepas tox igéni ‘, caus dc probi de rinitis atrofica, lo cual favorece la adheslon,‘
; slempre y ’cuando exlstan Ias condiciones pred:sponemes par
(7, 29, 42) :

Algunos ﬁictores como el axre frio que entra a la cawdad nasal provoca la’ cxhostasls del :

.colonizar : la’ mucosa

epneho queal 'y el acimulo de moco, facllnan.la colonizacion “del lrncto i

3 resplrﬂtOl’lOva“{O-(si)‘

La cépsula esla’ eslruc(ura mas extema de la superﬁcxe de la bacteria y no es necesana para :
alta’ canudad de energra en

su sobrewvencla, en cultxvos de lahoralono reqmere “d
r mutacion han pe;dndo la capsula,

forma de ATP para ser smlenzada Las ba enas

9

dador son mas rapidas para

la activacion de la casca a rf Hr. en fa deposnclon del C3 enla

superﬁc:e de la baclena y fort

aunque los antlcuerpos pueden tomar ' isica del complemento y bloquear este

mecanismo. De lgual Manera mhzbc 1 adheslon de los ncutréf’ los en fa membrana, lo cual s

ha comprobado en Paxlcurclla nmlloudd ‘seronpo DV al recmxr a la fagocxtosxs y ‘ata
destruccién por pane de los neutrohlos pohmorfonucleares de WHEJO ya la actmdad
bactericida intracelular (7 15,16,19,36,43). o
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E! principal componente de la cipsula son los polisacaridos, los cuales son polimeros lineales

con estructura repetida, y la antigenicidad es determinada por la estructura primaria
compuesta por monosacaridos individuales, esto se ha comprobado al demostrar que los
polisaciridos capsulares como el acido sidfico inactivan las proteinas de la via alterna del
complemento, en particular el factor H. En 1966, Prince y Smith, identificaron tres
fa de P. multocida: a)Antigeno Beta:Tipo,

Cy

principales componentes s con la cap
especifico de polisaciridos absorbido por las células rojas en la hemoaglutinacion indirecta.
b) Complejo alfa: Probablemente un complejo polisacirido-proteina, que se adhiere a la
pared celular. ¢} Antigeno Gamma: lipopolisicaridos que componen la pared celular y que
son responsables de las variantes seroldgicas (19,28,30,31)

En algunos estudios realizados sc¢ ha comprobado que e} componente principal de la capsula
en P. multocida biotipo A es el &cido hiafurdnico, aunque también se ha descrito el {1-4 -B}-
D-xylan. En estudios realizados por Gutiérez en 1992, se utilizo la prueba de

hemoaglutinacién indirecta para la serotipificacion de  Pasteurella  multocida,

posteriormente por medio de cromatografia en papel con un gradiente salino para la
deteccion de ac. hialurénico, comparé el acido hialurdnico purificado con extracto salino de
cepas de Pastenrella multocida serotipos A 'y Dy encontrd que los dos serotipos
mostraban una migracion al mismo nivel que e! acido hialuronico, siendo la del serotipo A
una mancha mas clara y mas grande que la del serotipo D, lo que sugiere que ¢l serotipo D

N s dad

puede contener en su cipsula una } mas pequefia de ac. hialurénico en comparacion

a la del serotipo A, o bien puede contener un materiat capsular que migre al mismo nivel del

ac. hialurénico. A la fecha no se han realizado estudios para la quimi

de 1a capsula del serotipo D. (5,13,35)

RAYOS X E INFRARROJOS

El uso de métodos analiticos es una prictica rutinaria en la determinacion de la estructura de
los cohlpuegtos orgéﬁicos. Estos métodos analiticos incluyen: espectroscopia, resonancia
magnética ‘vrrlu‘clém", rayos infrarrojos, y difraccion de rayos X; estas dos ultimas técnicas

fueron utilizado en la presente investigacion.



Método de Ravns mfrarro;os )
El pnnc)plo de este metodo es. ‘que una moléeula vibra cc por debajo de fa

e

seh..,,n i t l..a

fuerza de atraccion su laces se alargan y se contraen cc

' proporclonal a Ia tensmn aphcada pasa acelerar los clectrones Ei poder de la penetracnon se

defire como la capacndad que uene el rayo de atra\esal un cuérpo sm ser absorhldo “Los -
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rayos X dependen de la longitud de onda, cuando es corta, los rayos son duros, de gran

poder de penetracion y en caso contrario son blandos (6).

Técnica de Difraccion de rayos X por el método de los polvos: Los rayos X permiten
estudiar estructuras solidas para determinar el grado de cristalinidad, el estado de agregacion
y el tamafio de las particulas metalicas. Los electrones de los itomos ordenados en los
cristales desvian los rayos X originando patrones de difraccion a partir de los cuales se
calculan los pardmetros deseados. De esta manera la inl‘onnicién proviene de la masa en su
conjunto y las determinaciones correspondlemes son por lo tanto, valores promediados
dentro de esta masa que constituye el sélido. Por medlo de esla técnica se pueden identificar
fos compuesos quimicos que consmuyen la muesm Y. evnluar la porcion relativa de dichos

p y estimar el desusmsmles(l)
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HIPOTESIS:

Los rayos. X e mfrarro;os pueden sen'lr ‘como métodos au\:lxares para la caractenzacnon

parcial del matenal capsular de Pamurella mulloc/da seronpo D.

OBJETIVO

Caracterizacion parclal de los pohsacandos del matenal capsular de I’awuru/la mull(x.lda

serotipo D, uuhzando difraccion de rayos Xy espgctroscopla de mfrarrOjo )
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MATERIALY Mi—:Tonos. v

CEI' AS. Se unllzaron cmco cepas de Pmlrun'lla multocida serotipo D (NL46D NL42D,
Pm, 3/32) y dos. seronpo A‘ (ISMSB 58), las cuales ‘s¢ obtuvneron del cepario del

Depanamenlo de chroblologfa e !nmunologm de Ia Facullad de Medicina Veterinaria y
Zootecma, UNAM : ’ :

Para poder y

delenmno Ia

oxngenacnon conunua medlante el uso de una bomba, el premoculo se pasd a un matraz

fer : dor de 31 que , fa’ 3 | de’ CICC . con las mnsmas‘condlclones de agitacién y

oxlgenaclon que el premoculo Despues de 10 hs de crec:mlemo‘se cosechd la biomasa por

medio de un clclo de centnfugacnon’a 6 000 revoluclones por mmuto (rpm) por 15 minutos

(min)

! COMENTARIO. . Se uuhzmon ccpus de I’mleurclln multocida scroupu A como rcfcmncm porque s
conoce su componcnlc capsular quc esel dcldo hmluromco(*)
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DEC '\PSULACIO\' - 2
El ‘método de’ descapsulacxon que se uullzo [ el descnto por leonelll ¥ col. para
I’mleurel/a multoczda blOtlpO ,\ (S), con modlf‘ icaciones ‘propias 'y adaptadas para:

agnaclon por 24 bs, se cgmnfugo nue\’
sobrenadante que contenfa la cép'sula,‘ !

corte), durante 4 hs con agua cornente

PRECIPITACION DEL POLISACARIDO
El polisacérido se precipito con una ‘mezcla de etanol purificado-destilado y acetato de eulo g

39:1. Una vez precipitado, se dejo
petri.(25)

secar completamente ‘a temperatura ambiente en una caja

INAR DEL POLISACARIDO.

or a.nndad de hquldo despues se

Y la ‘mezcla pnra formar una pastxlla que se .
coloco en Ias celdas ‘de cloruro_d odto del espectrofolémelro, donde se proyectaron los L

rayos mfrarrmos yse abtuvo el especlro que se analizo por computadora. Los resultados se‘

expresaron en cm ) se compararon con los intervalos de frecuencia preestablecndos para

grupos functonales ya publuados en diferentes catilogos (34).



Se pulwnzo el pohsa ando perfec{a ente en un monero de agata se culoco la muestra en

émonigdadura de f

3 oseajust‘ la
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CUADRO No. I: PROGRAMA DE INOCULACION DE LOS SEROTIPOS .,

SEMANA' CANTIDAD EN ml CANTIDAD EN ml
SEROTIPO A SEROTIPO D
1 05 05
2 05 05
3 I |
4 | |
5 15 15
6 2 2
7 2 2
8 25 25
9 25 25
10 3 3
11 3 3
12 3 3
13 3
14 3s
15 35
16 35
17 35
18 35
19 4

suero del paquele blanco que comlgne a Ios leucocnos (9), el cual se coloco en baﬁo Mana a

56 C por | h p1ra macu\ar el complemcmo (17) ¥ se congelo a-70C.
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TITULACION DE LOS ANTISUERO Y POLISACARIDOS:

HEMOAGLUTINACION DIRECTA (37)
ANTIGENO Capsula de l’a.sleurella multocida serotipo A
Cﬁpsula de I’at!eurelln multocida serotipo D

ncxeron 1Iucnones dobles seriadas, tomandose 3 m! de PBS mias 3 ml

de’ polvisa/c‘:#r»iddi (tubo " 1; el caso del serolipo A se hicieron hasta 4 diluciones y del
tipoD 3’ ! 1 los dos casos diluciones dobles seriadas.

e césecharon las cepas por separado en 1 ml de PBS

hiat ‘9, 4 4 ']

para desp la cp

por mg de
a 37 C. Posteriormente se calentaron en bafio maria a
r‘p"ni durante 20 min y del sobrenadante que contenia

¢ antigeno no adherido.

Ej sedlmemo se usbénaié “en 20 ml de PBS con albimina sérica bovina al 0.25 % para

obtericr una concemrnclén de 1 % de globulos rojos sensibilizados.



con el antlgcno en toda la placa,” se dejo actuar a lemperatura ambneme y se observé el

resultado

. .as dllucnones del Pollsacando s muestran en. cl cundro 2

2 DILUCIONES DEL POLISACAmno

N "SEROTIPO A
POZO P COLUMNA DILUCIONES CLAVE
1 e 1:10 000 Al
1 L2 1:20 000 A2
1 3 1:40 000 A3
a 4 1.80 000 A4
SEROTIPO D
1 1 1:10 000 DI
1 2 1120000, b2

1 3 1:40 000 D3



17
RESULTADOS.

En e} cuadro No. 3 y en fa griﬁcn No I se mucstra la cinética de crecimiento de
Pasteurella multocida serotipo D cepa NLds i " donde se aprecia una etapa de adaptacion
de 4 horas y un pico de crecimiento de 5: 30 hsa pll‘tll‘ de las 7:00 hs, ademis se obscrva
que la absorbancia comienza a disminuir. :

CUADRO No 3 CINETICA DE CRECIMIENTO

TUBO HORA ABSORBANCIA (580 nm)
[ 30 min ; -, .- 0.033

2 Sl e 004l
3 Cbe3ominc ool o

4 Came

s 2hs 30 min -

6 T

7 " 3hr30min’

: .

9

10

1"

2o i

13 © 0 6hr30min

14 L The

15 , . 7he30min

16 : ‘8hr

17 8 hr 30 min




" Cinética de crecimiento de Pusteureila multocida. =
_serotipe D )

P

09 1
08 1
07 T
06 T
04 T
03 ¥
02 ¢
ol ¢t

12 4
3
14 4
15 4
16
17 4

et
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Decapsulacion de Pasteurella multocida serotipo D:

En los frotis se observd una disminucion del material capsular de las bacterias, conforme

T ﬁspréhﬁfﬁiéﬁtb escaso

12 ' Desprendimicnto moderado

24 Desprendimicnto mayor

48 X Dcsprendlmlen(o llgeramentc mayor

Titulacion de los nnhsuerosydel pollsacando porla écni def _' inacion: . -

En el cuadro No : S se, observan los dlferemes mulos ‘ . por. los os de

I’mluurella mullocula sxendo en el scronpo A de I 256 a las 12° scmanas de moculaclon y

enel seroupo D de 1:32 3 las ”0 semanas “de moculacloﬁ En

de los’ pohsacandos. tamo de las ccpns blonpo A ‘col
aglutmﬂclon a pamr del pozo 2 hasta el pozo Sen todas

cuadro No 2, lo que md:co la umon del suero annseroupo y D respecnvamen(c con los

globitos ro;os ‘sensibilizados con el pohsacando p . No existié glutinacion de
los plobulos rojos.(cuadro No. 5) SAES
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CUADRO ho. s IlEMOAGLUTlNACION INDIRECTA

TITULO R sEroTiIPOA” 7 SEROI'[POD -
12 ) + +.
14 + +
1.8 + +
116 + +
(:32 + +
164 + .
11128 + .
1:256 +, .
1:512 - , .

ESPECTROSCOP)A DE INF RI\RO.’O (Expresado en cm )

Los rcsultados obtem 0 de los rayos mt‘rarro;os mslraron en las dxferenles cepas una

funcnonaies para cada un.x dc las cepm trabajadas ’;
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CUADRO No. 6 GRUPOS FUNCIONALES ENCONTRADOS EN Pasteurella

multocida

1

T CEPAS SEROTIPOD” T GRUPOS HIDROMLO GRUPO C-H
) NCasD T e TG T e
NL42D 3448, 1662, 1116 2094
Pm 3448, 1654, 1113 2294, 2185, 2112
32 3448, 1624, 1124 2923, 2250, 2185, 2112 ¢
CEPAS SEROTIPO A o »
I8MSB 3448, 1643,1120 2920,2852, 2206 2109
S8 %3443,"!624,'”:28”' S 201 ‘

CEPAS SERGTIFOS D o "ANGULOZO

BT e s .
w2 29,3440, 56\ 71-72

NL42D oo [ 34,49, 6, 71 72

CEPAS SEROTIPOA , o .

sMsB T 29, 3;1;'4'9.' 56, 1;#72 .

8 29“, 34,4956, 7172, 1.

Los dnt‘ractogramas de rayos X dc las cepas lrabajadas se numeraron de Ia manera suguncnle

anractog,rama 1 ccpa Pm cepa 3/3 3 cepa r\L42D 4 cepa 18 MSB S cepa 58




mscusm\i

fue necesano modnﬁ ar: el tlempovdc permanencia en el baﬂo ‘maria par fa?brééeflla'

oblenclon del matenal capsular

a la precipitacion

La tecmca de Mencom y co" permmo comprobar resultados favorables pa

det pohsacando capsular de l’aslt.'lll'r.'”a mul/oc:da seroupo D al obtcnerse 500 mg de
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La técnica de Menconi, y col ‘permitio comprobar resultados favorables para la precnpuacxon

del pohsacando capsular de Pastenrella nmllocula seroupo D, al obtenerse 500 mg de,_'

pohsacando capsulnr seco, mostrando una mayor eﬁcacla en compar ' 'on con las ecnlcas

propuestas por Yerewlcz, ¥ col (44) y L c, y col (21)

n indirecta

ltnbunr» 2 dxversos
f‘aclores tanto del amblente como proplos del ammnl L :



CONCLUSIO\ES : ) . ;
Las lecmcas de dlfracclon de rayos X [ mfrarro;os no son suscepubles de ser conslderadu

como puntos de comparacnon con respecto a su eﬁcacnu para caractenzar pohsacandos

capsularcs de lfaxlnerel/a mu//ocuhz serotipo D,

pohos se P! ved

: de I’mleurel/a

pohsa\,ando(s) prcscme(s)
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