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i RESUMEN

Pasteurella haemolytica es una de las bacterias que se aisla en alta
frecuencia de los procesos neuménicos de los rumiantes y varios de los mecanismos
y factores involucrados en la patogénesis estan ampliamente documentados; sin
embargo, las fases tempranas de colonizacion no han sido completamente
aclaradas, debido a ello el propésito de este trabajo fue identificar y caracterizar una
proteina de la bacteria, con base en su posible propiedad hemaglutinante, para
posteriormente determinar su participacién en el mecanismo de adherencia.

Para tal fin se obtuvieron extractos salinos de los diferentes serotipos de fa
bacteria, los cuales se sometieron a una precipitacién diferencial con suifato de
amonio para eliminar la mayor cantidad posible de polisacaridos capsulares. Los
extractos solubles precipitados se ensayaron con diferentes especies de eritrocitos
para determinar sus propiedades hemaglutinantes y también fueron analizados tanto
electroforéticamente como en su composicion de carbohidratos. Se encontré
actividad hemaglutinante para eritrocitos de conejo en los diferentes extractos de
ambos biotipos y no se observd aglutinacién con otrés especies de eritrocitos ni en
condiciones nativas, ni después del tratamiento con enzimas. La actividad fue
similar entre los serotipos del biotipe A, a diferencia de los del serotipo del biotipo T
que mostraron una actividad especifica superior. El estudio de la especificidad
hemaglutinante, indicé el reconocimiento de GicNAc y de acido sidlico sobre la
superficie del eritrocito, la participacion de residuos de acido sialico se sugirid
también por la falta de reconocimiento después del tratamiento de los eritrocitos con
neuraminidasa. El analisis electroforético de los extractos de ambos biotipos,
mostré similitudes en los perfiles proteicos de los serotipos del biotipo A,
presentando de 8 a 9 bandas principales y diversas proteinas menores
comprendidas entre los 14 a 220 kDa. Las bandas principales tienen pesos
moleculares aparentes de 220, 205, 100, 96, 70, 55, 42, 35y 30 kDa; mientras que
el perfil de los extractos del biotipo T fueron significativamente diferentes, se
observd un menor nimero de bandas comprendidas en el rango de los 30 a 200
kDa, apreciandose con mayor intensidad bandas de 100, 70, 55, 40 y 30 kDa.
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En relacién a la caracterizacion de azlcares en los extractos solubles, se
encontraron diferencias en la cantidad y composicién. Sin embargo, en todos se
observé una proporciéon alta de galactosa, glucosa y GlcNAc. Los azlcares
muestran también diferencias en cuanto a composicidn, presencia y cantidad con la
mayoria de los polisacaridos y lipopolisacaridos descritos en la bacteria, lo cual
indica la existencia de otros componentes giicosilados sobre la superficie bacteriana.

Debido a que el serotipo A1 de P. haemolytica es el que se aisla con mas
frecuencia de pasteurellosis neumdnica bovina, el estudio se centré a identificar y
caracterizar la hemaglutinina a partir de extractos de este serotipo. La proteina se
aislé por cromatografia de afinidad utilizando columnas de agarosa unida a GlcNAc o
por columnas conteniendo estroma de eritrocito de conejo; hubo una mayor
eficiencia en el aislamiento empleando este aitimo procedimiento. El analisis
quimico practicado a la hemaglutinina, indica que es una proteina de 70 kDa que
carece de fraccion oligosacérida y es rica en residuos de glicina, serina, acido
glutémico y alanina; al igual que el extracto la proteina muestra reconocimiento para
GlcNAc y acido sidlico. Se investigd la posible participacion de la proteina en el
mecanismo de adhesién de la bacteria empleando células ciliadas de traquea bovina
y aislamientos de la bacteria cuyos extractos presentaban actividad hemagiutinante,
al mismo tiempo fue posible comparar la capacidad adherente de estas bacterias
con una cepa carente de actividad. Las bacterias capsuladas se adhirieron
pobremente a las células de traquea, en promedio 2.9 bacterias por célula, mientras
gue la cepa ho capsulada se adhirié en mayor nimero y en un mayor porcentaje de
células. Estas observaciones indican la participacion de diferentes componentes con
propiedades adhesivas para ambos tipos de bacterias, que al parecer en las
bacterias capsuladas se encuentra localizado en la superficie bacteriana, mientras
que para la variante no capsulada la interaccion estd determinada por algln
componente cubierto por la capsula. En los ensayos de inhibicién de la adherencia
se observo que al igual que fa hemaglutinina purificada, la interaccién de la bacteria
se inhibié con GlcNAc y 4cido sidlico, lo cual sugiere que la proteina participa en el

mecanismo de adhesion de Ia bacteria.
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i ANTECEDENTES

Los procesos neuménicos son considerados de suma importancia en la
industria pecuaria, debido a que afectan directamente el proceso productivo de las
explotaciones comerciales. Las pérdidas econémicas se deben al retraso en el
crecimiento de los animales afectados cronicamente por baja conversion alimenticia,
al alto costo de los tratamientos y a los altos indices de mortalidad que se presentan

en las poblaciones susceptibles a las infecciones. 2> '

Los datos sobre prevalencia de neumonias varfan segin el pais de
procedencia, tipos de explotacion, edad de los animales y época del afio en que se
realiza el estudio. Las tasas promedio de incidencia en corderos varian del 10 al
40%, tanto en México como en el extranjero, sin embargo, los valores obtenidos a
nivel de rastro son mas bajos que los de Centros de Diagn()stico.127 En bovinos, fas
enfermedades respiratorias representan mas del 66% de las enfermedades
diagnosticadas por necropsias en hatos manejados intensivamente. Un estudio,

sobre la presencia de neumonias en rastros indicé que existe una prevalencia del

8.7 % en becerros, 124126

Dentro de los procesos neumonicos de estos animales Pasteurella
haemolytica y Pasteurella muitocida son los agentes bacterianos que se aislan con
alta frecuencia, la enfermedad producida por ellas se conoce como Pasteurelosis
neumonica. En Estados Unidos se estima que la Pasteurelosis neumonica ocasiona
pérdidas anuales por 800 millones de délares; en nuestro pais, a pesar de gque no
existen aun evaluaciones al respecto, las pérdidas se estiman igualmente
considerables.?® 125 %! | as especies de Pasteurella forman parte de la flora normal
de la cavidad nasofaringea de los rumiantes, pero bajo situaciones que alteran los
mecanismos de defensa puimonares del hospedero logran establecerse en ei
aparato respiratorio bajo y causar dafio al tejido pulmonar. Debido a que en la
presentacién de la enfermedad intervienen diversos factores y pueden estar
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involucrados varios agentes infecciosos, la enfermedad es propiamente denominada

como Complejo Respiratorio. ? '2°

En relacién al concepto multifactorial de Complejo Respiratorio se menciona
que los factores propios de la tecnificacion en la produccion pecuaria, constituyen
condiciones favorables para la presentacién de la enfermedad, debido a que
provocan estrés en el animal. Esta situacibn de estrés es una reaccion
neuroenddcrina que induce la liberacion de esteroides, principalmente cortisol, el
cual compromete la capacidad inmunolégica del hospedero en respuesta a los
agentes infecciosos, debido a que inhibe ia liberacién de factores quimiotacticos por
los macréfagos alveolares, bloqueo en ia unién de estos factores a los granulocitos e
inhibicion de la capacidad de migracién del macrofago alveolar, en ocasiones
cuando se afade una higiene deficiente y una humedad relativa alta en el medio
ambiente (80 %), se incrementa la posibiidad de que se presente la

enfermedad.'®®°

En la presentacion del Complejo Respiratorio intervienen agentes infecciosos
primarios y secundarios; es decir, aquellos que intervienen originalmente y los
oportunistas, que se estabiecen después de que se ha desarrollado la infeccion
inicial; generalmente, los virus actan como agentes primarios y facilitan la infeccidn
bacteriana debido a que provocan un efecto citopatico directo en el aparato
respiratorio, reducen la eliminacién bacteriana por la carpeta mucociliar facilitando la
adhesion y colonizacion por estos microorganismos, disminuyen la capacidad
fagocitica del macréfago alveolar por alteraciones en la quimiotaxis, la adhesion de
particulas, la ingestion, la formacion del complejo fagosoma-lisosoma, la accion litica

y la degradacién intracelular, entre otros mecanismos. 3% 122 142

La bacteria mas patdgena y frecuente en el complejo respiratorio de los
bovinos es Pasteurella haemolytica biotipo A serotipo 1, de este sindrome pueden
aislarse también, aunque en menor frecuencia, Pasteurella multocida y Haemophilus

somnus. 1%
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I1.1. Pasteurella haemolytica

Los microorganismos de Pasteurella haemolytica son cocobacilos
pleomorficos que muestran coloracién bipolar, anaerobios facuitativos, gram-
negativos, inmoéviles no esporulados y capsulados. Catalasa y oxidasa positivos,
fermentan giucosa y otros carbohidratos, produciendo éacido pero no gas, son
negativos a las pruebas de rojo de metilo, gelatinasa, Voges-Proskauer e indol.
Pasteurella haemolytica produce una pequefia zona de P hemélisis en placas de
agar sangre, en este medio sus colonias son grisaceas, lisas, de apariencia

mucoide, por lo general entre 2y 3 mm de diametro.'® 4

Existen dos biotipos de Pasteurella haemolytica ciasificados de acuerdo con
su capacidad para fermentar los azlcares arabinosa y trealosa; se designan como
biotipo A a las cepas que fermentan arabinosa y como biotipo T a las que fermentan
trealosa. Debido a diferencias en sus antigenos capsulares se reconocen 16
serotipos; los serotipos 3,4, 10 y 15 pertenecen al biotipo T y los otfros restantes al
biotipo A. 15,16 po, diferencias en el contenido de GC entre ambos biotipos y a sus
caracteristicas fenotipicas el biotipo T se designo como Pasteurella trehalosi. 1.os
serotipos predominantes de esta bacteria en nuestro pais, son: A1, A2, A5y A9 en

corderos y los serotipos A1y A2 en bovinos.*®

I.2. Patogenia de la pasteurelosis neumonica

La neumonia producida por Pasteurella haemolytica se caracteriza por ser
una pleurobronconeumonia aguda o sobreaguda que puede manifestarse como
septicemia en animales jévenes. Los periodos de incubacién fluctian desde los 2
hasta los 14 dias después de la aparicion del factor predisponente; la morbilidad es
del 5 al 40%, mientras que la mortalidad varia del 5 al 20%.1%

10
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Las lesiones gue se observan son areas de consolidacién con necrosis central
y hemorragia en la periferia de estas areas, hay depésitos de fibrina sobre la pleura.
L.os estudios histopatologicos muestran inflamacién severa con areas multifocales de
bronconeumonia fibrino-purulenta aguda con necrosis coagulativa, pleuritis fibrinosa,

y congestion capilar.?®

Varios productos bacterianos de Pasteurella haemolytica se consideran
importantes en la induccion del dario al tejido puimonar, dentro de éstos la capsula,
el lipopolisacérido y la leucotoxina son los mejor estudiados. Otros factores de
virulencia cuyo papel en la patogénesis no estd bien documentado incluyen:
proteinas de membrana externa, proteinas reguladas por hierro, glicocalix, fimbrias y

enzimas como la neuraminidasa y sialo-glicoproteasa neutra.* %2 %4 102

Las bacterias del género Pasteurella son comensales de las mucosas del
aparato respiratorio alto de los rumiantes, donde pueden permanecer sin causar
dafio. Esta colonizacidon inofensiva resulta de un equilibrio entre el crecimiento
bacteriano y la respuesta del hospedero que evita una colonizacién profunda por

mecanismos inmunes a nivel local. 112

Las células con actividad fagocitica representan la primera linea de defensa
celular contra Pasteurella haemolytica, pero como resultado de un comensalismo
evolutivo, la bacteria ha desarrollado estrategias que le permiten evitar los efectos
antibacterianos de estas células; uno de estos mecanismos es la liberacion de una
exotoxina o leucotoxina que aitera y destruye a los diferentes tipos de leucocitos,
como macrofagos alveolares, monocitos, neutréfilos, linfocitos, células cebadas y
plaquetas.®* * "' |os genes de la leucotoxina poseen alta homologia con las
hemolisinas de Escherichia coli y Actinobacillus pleuropneumoniae, estas toxinas
contienen una serie de nonapéptidos ricos en acido aspartico y glicina, localizados a
partir del tercer residuo en el carboxilo terminal de la toxina, debido a esta

caracteristica se agrupan dentro de la familia de las toxinas de secuencias repetitivas
(RTX)48, 30, 81

11
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La toxina es una citolisina productora de poros, compuesta por dos o mas
subunidades protéicas, que dafia a la célula insertandose a la membrana y forma
poros transmembranales, lo que provoca la salida de potasio y la entrada de sodio,
agua y calcio extracelular, con el subsecuente hinchamiento y lisis celutar.®

La leucotoxina posee especificidad por los leucocitos de rumiante sugiriendo
que debe existir un receptor, presente Gnicamente en la superficie de la membrana
de estas células a diferencia de otras citolisinas RTX que han mostrado un mayor

amplio de especificidad.

La lisis y degranulacién de los neutréfilos por la leucotoxina se considera
como la causa primaria del proceso inflamatorio agudo caracteristico de las
pasteurelosis neuménica, debido a la liberacién de mediadores inflamatorios como

leucotrienos, histamina y 4cido 5-hidroxieicosatetraenoico.® 7 %

Estudios realizados in vifro ponen de manifiesto que la leucotoxina ademas de
su efecto citotoxico sobre neutrofilos de bovino, también estimula el estallido
respiratorio y la degranulacién de los lisosomas, estos eventos son evidentes por la
generacién de radicales libres, como: el anion superdxido (O2) y el perdxido de
hidrégeno (Hz02). La liberacién de estos radicales de oxigeno, es un evento
inmediato, mientras que la citolisis y liberacién de proteasas por la degranulacion
ocurre posteriormente; estos tl:ambios amplifican la respuesta inflamatoria, que dan

como resultado lesiones méas severas.® 1%

La leucotoxina inhibe la expresion de moléculas clase |l del complejo principal
de histocompatibilidad en monocitos y macréfagos, reduciendo su capacidad para
presentar antigenos al linfocito T cooperador; ademas, concentraciones subliticas de
leucotoxina inhiben la transformacion blastoide de linfocitos.®® Los efectos que la
leucotoxina induce por la activacion y destruccion de células inmunes competentes

guardan més relacion con la sobrevivencia de la bacteria en el sitio de infeccion, que
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con el dafio al endotelio vascular donde su efecto no es directo, sino que es

consecuencia de esta activacion.5® 1%

Los diferentes serotipos de Pasteurella haemolytica producen leucotoxinas de
tamafio similar a la del serotipo A1, vy son reconocidas al utilizar antisueros
policlonales contra la leucotoxina de dicho serotipc en andlisis de
inmunotransferencia, indicando con ello que estan inmunolégicamente relacionadas;
pero, por andlisis de Southern blot y secuencia nucleotidica se demostré que no son

idénticas.'

El lipopolisacarido (LPS) de Pasteurella haesmolytica A1 comprende del 10-
25% del peso seco de la bacteria, presenta lipido A, una regién central compuesta
de Hex -Hep-ac2-ceto-3-deoxioctulosonico y un polisacarido sématico o unidades
trisacaridas repetitivas de dos residuos de D-galactosa y un residuo de N-acetil-D-
galactosamina.'® El LPS se encuentra generalmente asociado a la célula
bacteriana, pero. en las infecciones ha podido detectarse en forma libre de las
lesiones pulmonares.®® Se considera uno de los componentes de la bacteria con alta
capacidad para inducir una respuesta inflamatoria; las lesiones que induce, constan
de grandes areas de hiperemia y edema que abarcan el area de deposicion y parte
de los l6bulos adyacentes, pueden observarse también areas de hemorragia y

adhesiones fibrosas. 2

Microscopicamente se observa influjo de neutréfilos, exudacion de fibrina,
edema en los espacios alveolares y agregacion de plaquetas y neutréfilos en los
capilares; estos eventos son consecuencia del dario al endotelio vascular inducidos
por el macréfago activado y a la liberacién de mediadores proinflamatorios, como
el factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina-1 (iL-1), leucotrienos y acido
araquiddnico. 22 23 53 98, 110, 143 | o5 citocinas mencionadas aumentan la expresién de
moléculas de adhesion en neutrofilos y células endoteliales, favoreciendo el
reclutamiento de los neutrofilos; en ocasiones la presencia excesiva de estas células
dafia el endotelio vascular por la liberacion de enzimas lisosomales y metabolitos del
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24, 25, 41, 102

oxigeno, durante los pracesos de adhesidn y activacion. Se sugiere,

entonces que estas células juegan un papel centrai en la conduccién de la cascada
inflamatoria inducida por este componente bacteriano.

En muchas ocasiones los eventos fisiopatolégicos mencionados pueden llevar
al choque letal, que se caracteriza por fallas funcionales de 6rganos vitales como los
fifiones y tracto gastrointestinal, ademas del pulmon, debidas a una sobreproduccion
de mediadores endogénos del sistema inmune, de los cuales el TNF es el mas

importante.'®

Lacroix y cols.,”® realizaron la caracterizacion de los lipopolisacaridos de los
16 diferentes serotipos de la bacteria; el analisis mostré que los serotipos 2 y 8
carecen de la cadena O-polisacaridica, indicando con ello que el lipopolisacarido de
estos serotipos es de tipo rugoso, mientras que los otros 14 serotipos presentan un
patrén caracteristico de lipopolisacarido tipo liso. Por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear se reveld que el polisacarido de la cadena-O, de los serotipos 1, 6
y 9 es idéntico y por andlisis de inmunotransferencia se encontré que muchos de los
serotipos del biotipo A, portan epitopos comunes en su cadena-O; ademas; se
demostrd que los polisacaridos de la cadena O de los serotipos 3 y 15 del biotipo T,

asi como aquelios de los serotipos 4 y 10 son idénticos (Tabla 1).

TABLA 1. ESTRUCTURAS DE LAS CADENAS O-POLISACARIDOS DE
Pasteurella haemolytica.

Serotipos Unidad Repetitiva Referencia
1,6,9 —4)- p-D-Gal,-(1-3)-B-D-Gal,-(1—3)- B-D-Galp-Nac-(1-> (75, 109)
3,15 | -3)- B-D-Gal,Nac(l—>4)-a-L-Ram,-1(— )]
4,10 —3)-o-D-Gal(1-»3)-p-D-Galg-1—> (99, 106)
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En cuanto a la composicién de los monosacéridos de la regién core, es muy similar

en los serotipos 1, 6, 8, 9 y 12 de biotipo A, los oligosacéridos contienen cantidades
molares iguales de D-glucosa, D-glicero-D-mano-heptosa y L-glicero-D-mano-
heptosa; la composicién de los monosacaridos de esta regién en los serotipos del!
biotipo T difiere a la de los del biotipo A, ya que éstos contienen L-ramnosa,
D-glucosa, D-galactosa, D-y L-glicero-D-mano-heptosa (Tablas 2y 3 ).

TABLA 2. COMPOSICION DE MONOSACARIDOS DE LIPOPOLISACARIDOS
DE Pasteurella haemolytica.

RELACION MOLAR*
SEROTIPO DEL BIQTIPO A SERQTIPO DEL BIOTIPQ T
AZUCARES 1 2 6 7 8 9 11 12 18 3 4 10 15
RAMNOSA 18 05 04 286
GLUCOSA 10 10 10 10 10 10 10 10 10 1.0 1.0 1.0 1.0
GALACTOSA 07 05 12 06 02 1.0 08 08 07 01 18 55 0.1
GLUCOSAMINA 07 06 07 06 06 10 02 08 08 23 08 09 35
D-GLICERO-D-MANO-HEPTOSA 13 06 14 07 08 08 01 12 10 12 05 06 0.7
L-GLICERO-D-MANC-HEPTOSA 15 08 14 11 07 06 01 14 13 15 0.9 16 1.2

* RAZON MOLAR EN RELACION CON LA GLUCOSA ( CONSIDERADA COMO 1.0)
LACROIX,R.P. ¥ COL. Infect. lmmun, 61 (1) 1983

TABLA 3. COMPOSICION DE MONOSACARIDOS DE LA REGION CORE
DE LOS LIPOPOLISACARIDOS DE Pasteurella haemolytica.

RELACION MOLAR*
SEROTIPO DEL BIOTIPO A SEROTIPO DEL BIOTIPO T
AZUCARES 1 6 8 g 12 4 10 15
RAMNQSA, 1.0 0.7 13
GLUCOSA 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
GALACTOSA 0.8 0.9 0.2 1.0 12.0 20 0.9
D-GLICERO-D-MANO-HEPTOSA 2.0 2.0 2.1 2.0 2.0 1.1 0.9 1.6
L-GLICERQ-D-MANC-HEPTOSA 22 2.3 23 2.6 1.9 23 2.2 2.3

* RAZON MOLAR EN RELACION CON LA GLUCOSA ( CONSIDERADA COMO 2.0)
LACROIX,R.P. Y COL. Infect. lmmun. 61 (1) 1993
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El lipopolisacarido y la capsula de Pasteurella desempefian un papel critico
como interfases principales, entre el microorganismo y la célula huésped, razén
por la cual muchas investigaciones tienen el propdsito de estudiar las interacciones
que se establecen entre la bacteria y su ambiente a un nivel estructural y funcional,
por ejemplo Brogden y cols.,?’ observaron que el polisacarido capsular del serotipo
A1 interactda con el surfactante alveolar in vitro causando una reaccion de
precipitacion en la que intervienen azicares N-acetilados; cuando trataron de
identificar la especificidad de esta interaccion, encontraron que el surfactante
reaccionaba fuertemente con N-acetil-glucosamina y en menor grado con N-acetil-
galactosamina, pero no presentaba ningin efecto con N-acetil-manosamina uno de
los constituyentes del polisacarido capsular. La interaccion de este componente
bacteriano con el surfactante in vivo no produce cambios fisiopatoldgicos
importantes que conduzcan a dafio del tejido pulmonar, pero se cree puede ser una

interaccion tipo receptor-adhesina involucrada en la adhesion de la bacterias al

epitelio alveolar.

La capsula protege a la bacteria de la fagocitosis y de la actividad bactericida
mediada por el complemento; una posible explicacion a este Gitimo fendmeno es que
el material capsular forma una barrera entre el complejo de ataque a la membrana,
formado por los componentes del complemento de C5 hasta C8, y la superficie
bacteriana, previniendo el efecto litico, aun en presencia de anticuerpos; Sin
embargo, la presencia de anticuerpos especificos al material capsular facilitan la
fagocitosis de ia bacteria y pueden ser de particular importancia en la resistencia a

la pasteurelosis.® ** 47

La diversidad estructural y consecuentemente de las caracteristicas
antigénicas de los polisacaridos capsulares (Tabla 4), puede estar relacionada con
la especificidad al hospedero; asi como, en diferencias en el potencial patogénico

entre cepas e inmunidad conferida por las vacunas.>® 7%




*

HEMAGLUTININA DE Pasteareily hagmolytica Al

TABLA 4. ESTRUCTURAS DE LOS POLISACARIDOS CAPSULARES DE

Pasteurelia haemolytica.
Serotipos Unidad Repetitiva *Referencia

i ~33)-0-(2-acetamido-2-deoxi-4-O-acetil-p-D-cido manopiranosil- {5)
urénico)-(1—»4)-0-(2-acetamido-2-deoxi-B-D-manopiranosa)-(1-»

2 (poli-2,-8-N-acetilneuraminico) %)

4 -»(2-glicerol-1)—»(fosfato)—>(6-c-D-galactopiranosa-1)-» (6)
-»3)-B-2-acetamido-2-deoxigaloctopiranosa~(1-»3)-o-2-acetamido-2- 8

7 deoxi-6-O-acetil-glucopiranosa-(-fosfato—»

M

—(2-glicerol-3)—(fosfato)—(4-a-D-galactopiranosa-1)—>
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En la actualidad a pesar de conocer algunos de los principales mecanismos
de virulencia de la bacteria se desconoce que estructuras le permiten colonizar el
aparato respiratorio y ejercer sus efectos patogénicos. Morcky cols.,”? sugieren que
la colonizacion de los alveolos pulmonares por Pasteurella haemolytica es una
importante etapa inicial en la patogénesis de la pasteurelosis en la que puede estar
involucrada el glicocalix capsular y/o fimbrias. Estas estructuras se identificaron en
P. haemolytica serotipo A1 por estudios de microscopia electronica tanto en
condiciones in vitro como en el fluido broncoalveolar de animales
experimentalmente infectados en los cuales se observaron estructuras fimbriales
adheridas al epitelio de la trz—.’lquea.g3 Estas observaciones apoyan la sugerencia de
Morck sobre {a posible participacion de las fimbrias en la colonizacién del aparato
respiratorio alto; curiosamente el glicocalix bacteriano o material de superficie de
esta bacteria es mayor en la fase de crecimiento logaritmico, al igual que la
produccion de leucotoxina, sugiriéndose que esta estructura podria participar en la

adherencia de la bacteria a los leucocitos y ejercer su efecto citolitico.** "
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Aungue Potter y col.,'®! tratando de apoyar la presencia de fimbrias en la
bacteria, lograron la purificacién de subunidades fimbriales de 35 kDa, carentes de
actividad hemagiutinante, varios laboratorios han tenido dificultades para demostrar
la presencia de estas estructuras en aisiamientos recientes, utilizando los mismos

procedimientos.

Dentro de los exoproductos de la bacteria se ha identificado y caracterizado
una neuraminidasa. La produccion de esta enzima se considera un importante factor
de virulencia para muchas bacterias como Streptococcus agalactiae, S. pneumoniae,
Corynebacterium diphtheriae y Vibrio cholerae, el papel sugerido para la enzima es
la remocion de acido sidlico de las glicoproteinas de la superficie celular o del moco,

facilitando la adherencia de dichos microorganismos.*® # 8

En un estudio sobre la produccion de esta enzima en los diferentes serotipos
de Pasteurella haemolytica mostrd que solo el serotipo 11 no la produce; los pesos
moleculares de las neuraminidasas producidas varian entre serotipos y comprenden
de ios 150 a 200 kDa, presentan especificidad hacia substratos similares que
presentan enlaces cetosidicos como: N-acetilneuraminil-lactosa, fetuina, &cido

colominico y son menos activas hacia la mucina submaxilar bovina."®

Ademas de la neuraminidasa, la bacteria secreta una glicoproteasa especifica
para O-sialoglicoproteinas; la enzima es una metaloproteasa neutra de 35 kDa con
un sitio de unién al zinc y un punto isoeléctrico de 5.2, presenta actividad hacia
residuos O-sialoglicopéptidos.®® % Un examen sobre la distribucién de esta enzima
entre los diferentes serotipos reveld que todos los serotipos del biotipo A contienen
el gen gecp que la codifica, a excepcidn del serotipo 11, que mostré una organizacién
genética diferente y no presenta actividad proteolitica. El biotipo T carece del gen y
de actividad proteolitica; esto (ltimo puede tener relevancia en la patogenicidad
diferencial entre ambos biotipos." 2 ® De los procesos neuménicos se ha aislado con
mayor frecuencia el serotipo A1. Aparentemente existe relacion entre su capacidad
de inducir neumonia y la cantidad de produccién de las enzimas neuraminidasa y
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sialoglicoproteasa, debido a que se ha encontrado que aislamientos recientes de
este serotipo producen altos niveles de neuraminidasa. Este hecho indica la activa

participacion de estas enzimas en el proceso invasivo de Pasteurella hasmolytica A1
3,62, 102

i1.3. Mecanismos de adherencia bacteriana.

La adherencia o union de las bacterias a las superficies epiteliales representa
la etapa critica e inicial para la colonizacion e infeccion; esta capacidad esta
relacionada con el reconocimiento de estructuras relevantes sobre las superficies de
ilas células, tanto hospedera como bacteriana e involucra interacciones
fisicoquimicas especificas como no especificas.  Algunos microorganismos se
multiplican y permanecen en estrecha asociacién sobre la superficie donde ejercen
sus efectos patogenos; para otros, la unién es una etapa que precede a la invasion
celular y penetracién a tejidos mas profundos.®® 8 En muchos casos las
interacciones que se establecen entre el hospedero y la bacteria han podido

caracterizarse experimentalmente, permitiendo su analisis y estudio®® %1%

Las bacterias se adhieren a la superficie epitelial via receptores especificos
para grupos de bacterias, y los factores bacterianos involucrados en [as
interacciones bacteria-célula son diversos, lo cual indica que estos microorganismos
pueden expresar formas alternativas de adhesion celular.'™ ¥ La expresion o
represion de los diferentes mecanismos de adherencia bacteriana, estan regulados
aparentemente, por las condiciones microambientales y por la superficie celular
dentro del mismo hospedero.'** """ ® En su forma mas simple, la adherencia
microbiana requiere la participacion de una adhesina y su receptor, las interacciones
que se establecen entre’ estos componentes son el resultado de enlaces
complementarios especificos que permiten a la bacteria adherirse y evitar los

mecanismos de defensa del hospedero.” '*
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Las estructuras bacterianas hasta ahora conocidas responsables de la
adhesion incluyen fimbrias, adhesinas no fimbriales, adhesinas proteinaceas
parecidas a la capsula, el glicocalix, el lipopolisacarido, acidos lipoteicdicos,
proteinas de membrana externa y la misma capsula tiene aparentemente capacidad
para desempefiar esta funcion; en general se asume que cualquier antigeno de la
superficie bacteriana que tenga una conformacion estereoquimica, perfil hidrofoébico
y carga neta electrostatica complementaria con las estructuras de membrana de su
célula blanco pueden funcionar como adhesinas.®® La presencia de receptores
celulares para adhesinas bacterianas esta determinada genéticamente, se relaciona
con la edad del hospedero y varia en los diferentes niveles de los tractos mucosales;
lo cual explica las diferencias en grado de colonizacion y la susceptibilidad o

resistencia a fa infeccion.®

Los receptores mejor conocidos son las cadenas oligosacaridicas de
glicoproteinas y glicolipidos de ia superficie celular, los mas importantes son las
glicoproteinas, que ademas de localizarse en la superficie de la membrana, se
secretan dentro del moco que cubre el epitelio de los tractos digestivos y

respiratorios.

Las glicoproteinas tipo mucinas son macromoléculas constituidas por un
péptido central, que representa del 10 al 30% de su peso y por cadenas
oligosacaridas de residuos de galactosa, fucosa, &cido N-acetil-neuraminico, acido
N-glicolil-neuraminico y N-acetil-glucosamina unidas al péptido por enlaces O-
glicosidicos o N-glicosidicos. Los enlaces O-glicosidicos, conocidos como tipo
mucina, se forman entre el residuo N-acetil-galactosamina de la cadena
oligosacarida y el grupo hidroxilo de los aminoacidos serina o treonina de la proteina.
Los enlaces N-glicosidicos se establecen entre el grupo amino de la asparagina del

péptido y los residuos de N-acetil-glucosamina. ™" **
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La secrecién de mucina previene la adherencia a células epiteliales del
hospedero, bloqueando los sitios de unién bacterianos y facilita su eliminacion por el
movimiento ciliar; sin embargo, si el sistema mucociliar se dafia, el moco puede
formar una matriz donde quedan atrapados ios microorganismos debido a su
consistencia pegajosa o a interacciones especificas entre receptores de la mucina y
las adhesinas de la bacteria. Este evento y el hecho de que diferentes organismos
colonizan e infectan diferentes superficies mucosales determinan los patrones de
colonizacién, patolégicos y fisiolégicos en estas superficies; como ha sido
demostrado en cepas de Escherichia coli enterotoxigénicas que se unen a la mucina
de las secreciones del tracto gastrointestinal; asimismo la adherencia de
Pseudomonas aeruginosa se incrementa por la presencia en el moco de receptores
especificos para esta bacteria en personas que padecen de fibrosis quistica.'® '
En algunos casos [as interacciones especificas de la bacteria con la mucina pueden

ser similares a las interacciones célula-bacteria.'®

Algunas bacterias muestran capacidad para interactuar con las
fibronectinas,*'®” " las cuales son una familia de glicoproteinas que se
encuentran en forma soluble en los liquidos corporales y de manera insoluble como
componente de las superficies celulares, membrana basal y matriz extracelular,
Streptoccocus pyogenes y Staphylococcus aureus son bacterias que se adhieren a
esta proteina a través de diferentes componentes; en el caso del Streptococcus la
estructura responsable es el acido lipoteicoico que se une al grupo amino terminal de
la fibronectina por su componente glicolipido. S. aureus también se une al extremo
amino terminal pero lo hace por medio de una proteina de unién presente en la
supefficie de la bacteria. En ambos casos las bacterias se unen al mismo receptor

pero por diferentes mecanismos. 56, 97,119

Las integrinas son un grupo de moléculas de la superficie de los mamiferos,
que facilitan la unién o invasién de bacterias intracelulares; son heterodimeros
constituidos de dos subunidades o y B unidas no covalentemente. Las subunidades

p de todas las integrinas presentan una homologia del 40-48 %; mientras que, las
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subunidades o son mas heterogéneas en composicién pero similares en estructura.
La unién de las integrinas a sus ligandos es un proceso de baja afinidad,
dependiente de cationes y ocurre en ia regién amino terminal de la subunidad.'® Las
integrinas reconocen secuencias especificas de aminoacidos en sus ligandos; una
de las secuencias mas frecuente de reconocimiento y estudiada es RGD (arg-gly-
asp), asi que los pardsitos intracelulares que tengan estas secuencias expuestas
pueden empiear cualquiera de las integrinas como mecanismo especifico de
entrada celular. Por ejemplo, se ha cbservado que la invasina, una proteina de la
pared celular de Yersinia pseudotuberculosis se une a receptores de la familia de
las integrinas sobre la superficie de sus células blanco promoviendo su entrada

y penetracion.®®

CR3 (receptor del complemento tipo 3, CD11b/ CD18, Mac-1), molécula
perteneciente a las integrinas, es un receptor especifico para el fragmento iC3b que
facilita la fagocitosis de particulas cubiertas por dicho componente por macréfagos y
neutréfilos;'® tiene capacidad de unirse a otros ligandos dentro de los cuales se
incluye la hemagiutinina de Bordetella pertussis via RGD, secuencia presente en la
proteina de la bacteria; CR3 funciona también como receptor para Mycobacterium
leprae y Pseudomonas aeruginosa.’® '  Brucella abortus es otra bacteria
infracelular que también posee una proteina de membrana externa con estas

caracteristicas, que le permite unirse a fagocitos mononucleares.* **

Las colectinas (lectinas parecidas a la colagéna) es un subgrupo de la
lectinas tipo-C de los animales (dependientes de Ca2+) que se caracterizan por
presentar secuencias o tripletes de aminoacidos ( Gly-Xaa-Yaa) caracteristicos de
las colagénas. A este grupo de lectinas pertenecen aigunas proteinas del suero
como, la proteina de unién a la manosa (MPB), la conglutinina bovinay la colectina
bovina CL-43, asi como dos proteinas del surfactante pulmonar (SP-A y SP-D). Se
caracterizan por su estructura tridimensional que contiene una regién amino terminal
rica en residuos de cisteina, seguida por una secuencia tipo colagena, una region
de unién corta y por  dltimo un dominio globular C-terminal que reconoce
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carbohidratos (CRD).  Las colectinas contienen de 3 a 6 unidades estructurales
idénticas que se enlazan entre si a manera de ramillete de flores o formando
tetrameros, proveyéndo multiples sitios de unién (CRDs) dentro de cada molécula.
Este tipo de proteinas pueden actuar como opsoninas a través del reconocimiento
de carbohidratos sobre la superficie de los microorganismos y activan ei
complemento promoviendo la fagocitosis y actividad bactericida

La adhesina o estructura que interactia con el receptor generalmente se
encuentra localizada en la superficie de la célula bacteriana. Las tipicas adhesinas
bacterianas son las fimbrias o pilis que han sido ampliamente estudiadas por su
capacidad para unirse a eritrocitos de manera especifica, la union o interaccién entre
la adhesina y los eritrocitos es casi idéntica a la que se establece entre esta

estructura y su célula blanco.

Muchas especies de la familia Enterobacteriaceae presentan apendices
fimbriales que se unen a residuos de D-manosa sobre las células epiteliales, y son
denominadas fimbrias de tipo 1. El sitio de unién a este azlcar no se encuentra en
ta proteina principal, sino en una proteina de 28-31 kDa localizada en la punta o a
lo largo de Ia fimbria.®® La proteina principal exhibe gran variacién entre diferentes
especies entéricas, a diferencia de la proteina menor que se encuenira mas

conservada entre los miembros de ia familia Enterob:alcteriaceae.56

Los pili de tipo N™-metil fenilalanina son otros tipos de pili que se encuentran
en diversas bacterias gram negativas, se caracterizan porque la proteina estructural
presenta una fenilalanina metilada en su amino terminal, seguida de una regién de
25.30 aminoacidos hidrofobicos altamente conservada e involucrada en la
interaccién subunidad-subunidad, el resto de la proteina presenta gran variabilidad
entre especies y es en estas regiones donde se localiza la especificidad de union.

Este tipo de pilis se han encontrado en especies de Pseudomonas, Neisseria,

Moraxella, Bacteroides y Vibrio, ¥ 84 8. 8.120
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Escherichia coli presenta diferentes tipos de fimbrias que operan de manera
similar al sistema de fimbrias tipo 1. Esto significa que son proteinas conservadas
localizadas en los apéndices fimbriales y que son codificadas en distintas regiones
del cromosoma o bien por plasmidos. - Esta diversidad genética permite a la bacteria
adaptarse a cambios ambientales e interactuar con las diferentes superficies
celulares del hospedero.’® *® Muchas de las adhesinas fimbriales de E. coli han
evolucionado a partir de un ancestro comuin como lo indica la elevada homologia que
existe entre los aminoacidos de las subunidades de pilina, incluyendo tanto las
codificadas por los genes del cromosoma como las mediadas por plasmidos. La
unidad estructural principal de la fimbria funciona como un armazén donde la
proteina menor con actividad de adhesina se entrelaza, o bien puede existir un
dominio de esta proteina estructural que tiene la capacidad de unirse al receptor.'®

Las bacterias y en particular las gram negativas pueden presentar diversas
estructuras de superficie que les permiten adherirse; se ha observado que una
bacteria con numerosas adhesinas que se unen a diferentes sitios receptores
muestra mayor avidez hacia la célula blanco que una bacteria con menos adhesinas
que se une a un solo sitio receptor, por ejemplo Campylobacter jejuni, se une a

células epiteliales mediante el flagelo, el LPS y proteinas de membrana

externa.‘g' 8, 116

En las bacterias miembros de la familia Pasteurellaceae se ha identificado
que el LPS permite la adhesion de Actinobacillus pleuropneumoniae tanto a células
epiteliales de traquea de cerdo como a tejido pulmonar.' "° La adherencia de
Haemophilus influenzae, otro miembro de la familia, puede establecerse de manera
dependiente de fimbrias o independientemente, involucrando proteinas de alto peso
molecular. Las fimbrias se unen al gangliésido GM2 el cual forma parte del antigeno
del grupo sanguineo AnWj. Estas estructuras estan constituidas por polimeros de
una proteina de 23 kDa, y la sintesis de la proteina esta sujeta a variacion de fase

durante el crecimiento bacteriano.'®®
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En el caso de Pasteurella multocida se han realizado estudios principalmente
con cepas aisladas de conejos y de cerdos; Glorioso y cols.,* utilizando células
faringeas de conejo y céiulas Hela, observaron que existe una adherencia diez
veces mayor para P. multocida tipo A que para el tipo capsular D y que la
adherencia se inhibia con N-acetil-glucosamina. En cerdos se encontrd que la
presencia de fimbrias en P. multocida no es relevante para la colonizacién de las
superficies mucosas y es independiente del serotipo capsular; sin embargo, las
cepas toxigénicas tanto A como D tienen mayor capacidad adherente a las
mucosas del aparato respiratorio superior.®® " ' Se ha sugerido que estructuras
como el LPS y una proteina de membrana externa de 35 kDa pueden participar
como adhesinas para la bacteria, como lo indican estudios de adherencia de cepas
capsuladas y no capsuladas a anillos traqueales y ensayos de adherencia al moco in

vitro.sz' ™9

Para P. haemolytica, sin embargo, se desconocen qué estructuras le
permiten adherirse al epitelio mucosal; aunque han sido sugeridos en este
mecanismo el LPS, las fimbrias y el glicocalix, su papel no ha sido confirmado.
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il JUSTIFICACION

Pasteureffa haemolytica, es una de las principales bacterias causantes de
neumonia en bovinos y ovinos; varios de sus factores de virulencia y mecanismos
que le permiten dafiar al hospedero son ampliamente conocidos; pero la manera por
la cual se adhiere y coloniza el aparato respiratorio no ha sido plenamente

identificada.

IV HIPOTESIS
Existen estructuras en la superficie de Pasteurella haemolytica con actividad

hemagiutinante, que le permiten adherirse a células epiteliales permitiendo con ello

su establecimiento y colonizacién.

\' OBJETIVO
El serotipo A1 de Pasteurella hasmolytica se aisla con mayor frecuencia de

las neumonias de los rumiantes, por esta razén pretendemos identificar y
caracterizar la hemaglutinina de la bacteria e investigar su posible participacion en la

adherencia a células epiteliales de traquea bovina.

V.1. Objetivos particulares

e Caracterizar {a composicion de azlcares y analizar electroforéticamente
extractos solubles con actividad hemagiutinante obtenidos de diferentes
serotipos de la bacteria.

» Purificar y caracterizar la proteina con actividad hemaglutinante, de Pasfeurella
haemolytica serotipo A1l.

+ Determinar la especificidad hemagiutinante de los extractos obtenidos de los
diferentes serotipos capsulares de Pasteurella haemolytica.

» Identificar y caracterizar la propiedad de adherencia de P. haemolytica A1; asi
como conocer su especificidad de unidn con las células blanco.

« Determinar si la especificidad de unién de la bacteria a las células sugiere ia

participacion de fa hemaglutinina en el mecanismo de adhesion.
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i JUSTIFICACION

Pasteurelia haemolytica, es una de las principales bacterias causantes de
neumonia en bovinos y ovinos; varios de sus factores de virulencia y mecanismos
que le permiten dafiar al hospedero son ampliamente conocidos; pero la manera por
la cual se adhiere y coloniza el aparato respiratorio no ha sido plenamente

identificada.

v HIPOTESIS

Existen estructuras en la superficie de Pasfeurella haemolytica con actividad
hemaglutinante, que le permiten adherirse a células epiteliales permitiendo con ello

su establecimiento y colonizacion.

V  OBJETIVO
El serotipo A1 de Pasteurella haemolytica se aisia con mayor frecuencia de

las neumonias de los rumiantes, por esta razén pretendemos identificar y
caracterizar la hemaglutinina de la bacteria e investigar su posible participacion en la

adherencia a células epiteliales de traquea bovina.

V.1. Objetivos particulares

o Caracterizar la composicidn de azlcares y analizar electroforéticamente
extractos solubles con actividad hemaglutinante obtenidos de diferentes
serotipos de la bacteria.

o Purificar y caracterizar ia proteina con actividad hemagiutinante, de Pasteurella
haemolytica serotipo A1.

s Determinar la especificidad hemaglutinante de los extractos obtenidos de los
diferentes serotipos capsulares de Pasteurella haemolytica.

« ldentificar y caracterizar la propiedad de adherencia de P. haemolytica A1, asi
como conocer su especificidad de unién con las células blanco.

+ Determinar si ia especificidad de unién de la bacteria a las células sugiere la

participacion de la hemaglutinina en el mecanismo de adhesion.
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il JUSTIFICACION

Pasteurella haemolytica, es una de las principales bacterias causantes de
neumonia en bovinos y ovinos; varios de sus faciores de virulencia y mecanismos
que le permiten dafiar al hospedero son ampiiamente conocidos; pero la manera por
la cual se adhiere y coloniza el aparato respiratorio no ha sido plenamente

identificada.

Iv  HIPOTESIS
Existen estructuras en la superficie de Pasteurelfa haemolytica con actividad

hemaglutinante, que le permiten adherirse a células epiteliales permitiendo con ello

su establecimiento y colonizacién.

\'4 OBJETIVO
El serotipo A1 de Pasteurella haemolytica se aisla con mayor frecuencia de

las neumonias de los rumiantes, por esta razén pretendemos identificar y
caracterizar la hemaglutinina de la bacteria e investigar su posible participacion en la

adherencia a células epiteliales de traquea bovina.

V.1. Objetivos particulares

¢ Caracterizar la composicion de azicares y analizar electroforéticamente
extractos solubles con  actividad hemaglutinante obtenidos de diferentes
serotipos de [a bacteria.

o Purificar y caracterizar la proteina con actividad hemaglutinante, de Pasteurelia
haemolytica serotipo A1.

e Determinar la especificidad hemaglutinante de los extractos obtenidos de los
diferentes serotipos capsulares de Pasteurella haemolytica.

« ldentificar y caracterizar ia propiedad de adherencia de P. haemolytica A1, asi
como conocer su especificidad de unidn con las células blanco.

e Determinar si la especificidad de unidn de la bacteria a las células sugiere la

participacion de fa hemagiutinina en el mecanismo de adhesion.
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VI MATERIAL Y METODOS

VI1. Cepas de Pasteurella haemolytica y Condiciones de

Crecimiento.

Se trabaj6 con diez aislamientos de P. haemolytica A1 obtenidos de procesos
neumanicos de bovino, los cuales fueron identificados bioquimicamente de acuerdo
a los procedimientos descritos por Cowan & Steel*®* y serotipificados por
hemaglutinacién indirecta, utilizando antisueros especificos donados por el Animal
Diseases Center, Ames lowa. También se utilizaron cepas de referencia de los
serotipos 1, 2, 5,6, 7, 8,9, 11y 12 pertenecientes al biotipo Ay los serotipos 3,4y

10 del biotipo T donadas por el mismo Centro.

Las cepas y aislamientos se mantuvieron en congelacion a —40 °C en leche
descremada al 20 %, hasta que se recuperaron cultivandolas en medio de agar
sangre; en este medio las colonias presentaron apariencia lisa y mucoide,
caracteristicas coloniales de cepas capsuladas. La presencia de ésta estructura se

confirmé por medio de la tincién de Maneval.

VL.2. Obtencién de Extractos Solubles Bacterianos

Se obtuvieron extractos solubles de los diferentes serotipos y aislamientos de
la bacteria por el método de extraccién salina desarroliado por Gentry;*® con el fin de
buscar en ellos, actividad hemaglutinante para algunos eritrocitos de las diferentes
especies a ensayar. Las bacterias se cultivaron en placas de agar sangre y/o en
medio de agar de infusion cerebro corazon (ICC), por 18-24 h a 37 °C,
posteriormente de estos cultivos se sembraron alrededor de 40 cajas por cepa y se
incubaron por 18 h a 37 °C. La masa bacteriana se cosechod en 35 a 40 mi de PBS
0.2 M pH 7.2, se lavo con el mismo amortiguador centrifugando a 6,000 g por 30
min y se resuspendié en el volumen original. Las suspensiones bacterianas se
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calentaron a 41 °C por una h con agitacion constante, se centrifugaron a 6,000 g
durante 30 min y posteriormente se colectaron los sobrenadantes. El sobrenadante
representa el material salino extraible por el método de Gentry y contiene
principalmente polisacéaridos capsulares, proteinas solubles de la superficie
bacteriana y bajas concentraciones de lipopolisacarido.' ** 7® Los sobrenadantes
se precipitaron con sulfato de amonio a una concentracién final del 60 %, con el
objeto de eliminar polisacaridos capsulares y recuperar las proteinas presentes, la
precipitacion se realizo por 48 h a 4 °C. Los precipitados se centrifugaron a 10 000 g
por 1 h, se eliminaron los sobrenadantes y el material precipitado fue solubilizado en
PBS, dializado contra agua desionizada y posteriormente contra SSI (NaCl 0.15 M).
Se determiné actividad hemaglutinante de los extractos antes y después de haber
efectuado el proceso de precipitacion; asi como, su contenido proteico por el método
de Bradford.?®

VI.3. Determinacion de Carbohidratos por Cromatografia de Gases

La composicién de carbohidratos se realizé por metanolisis, solubilizando 100
ng de cada muestra en metanol-HCI 0.1 M durante 24 h a 100 °C en tubos sellados,
posteriormente, el pH se neutralizé (pH 5-6) con carbonato de plata; las muestras
fueron N-reacetiladas, agregando 25 pl de anhidrido acético (Sigma, Chem., St.
Louis MO); los metil glicosidos fueron transformados en derivados volatiles utilizando
4cido trifluoracético y analizados en un cromatégrafo de gases VARIAN 2100 (Orsay,
Francia), usando una columna capilar (0.32 mm x 25 m) conteniendo silicona OV
210 al 5% (Applied Sc., Buffalo NY.,USA), el gas vector fue helio a una presion de
0.6 bar, la temperatura de calentamiento vario de 150 a 250 °C, incrementandose
un grado cada minuto. Se utilizaron como estandares internos el mesoinositol y

manitol, como describen Montreuil y cols.”
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VI.4. Analisis Electroforéticos en Geles de Poliacrilamida-SDS

Las proteinas presentes en los extractos salinos de los diferentes serotipos y
cepas de Pasteurella haemolytica A1 fueron separadas en geles de poliacrilamida
en presencia de SDS al 0.1% de acuerdo al método descrito por Laemmli,”® se utilizé
un gel concentrador al 5% y un gel separador al 12.5% de acrilamida; se colocaron
10 ug de cada uno de los extractos bacterianos en los carriles correspondientes y
proteinas con peso molecular conocido como estandares; los corrimientos se
efectuaron a 20 mA usando una solucidon buffer de Tris-glicina pH 8.3 con SDS
al 0.1%. Los geles se tifieron con azul de Coomasie al 0.2% y se destifieron con una
mezcla de 4cido acético/ metanol, algunos geles también se tifieron con nitrato de

plata segtin el método de Merril, y cols.

VL5. Determinacion de Actividad Hemaglutinante

La actividad hemaglutinante de los extractos se determind utilizando
eritrocitos de diferentes especies animales: ratén, cobayo, jerbo, conejo, bovino,
ovino, cabra y caballo (obtenidos del Bioterio y corrales del CENID-Microbiologia del
INIFAP SAGAR); asi como en eritrocitos humanos de los tipos A, By O (obtenidos
de donadores voluntarios). Se empled solucién de Alsever como anticoagulante
mezclando el mismo volumen de sangre que de solucion para la obtencidon de
eritrocitos de bovino, ovino, cabra y cabailo; para las otras especies mencionadas se
utilizaron tubos tipo vacutainer con EDTA. Los eritrocitos se lavaron tres veces con
SS1 y centrifugaciéon a 2500 g por 10 min y se ajustaron a una suspension del 1 %.
La actividad hemaglutinante de los extractos se determiné en placas de
microtitulacién con fondo en U, efectuando diluciones dobles seriadas utilizando 25
pl de cada uno de los extractos en SSI y agregando el mismo volumen de eritrocitos.
Los eritrocitos fueron utilizados en condiciones naturales y también se probaron
después del tratamiento con las enzimas pronasa (0.1 mg/0.5 ml de paquete de
eritrocitos a 37 °C/30 min), tripsina (0.1 mg/0.5 ml de paquete de eritrocitos a 37
°C/30 min) y neuraminidasa (0.1 U/0.5 ml de paquete de eritrocitos a 37°C/30 min).
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El titulo hemaglutinante se considera como la inversa de la uitima dilucion que
presenta actividad aglutinante, la actividad especifica de los diferentes extractos se
determiné al dividir el titulo hemaglutinante por mi/ contenido proteico en mg.

VI.6. Estudio de la Especificidad de la Actividad Aglutinante por

Carbohidratos

Se determind la especificidad de la interaccién hemaglutinina-eritrocito por
ensayos de inhibicion competitiva tanto con azlcares sencilios como con
glicoproteinas y polisacaridos. Los az(icares ensayados en concentracion de 0.2 M
fueron: L-fucosa, D-melezitosa, D-melibiosa, D-galactosamina, D-glucosamina,
acido N-aceti-neuraminico (&cido sidlico), N-acetil-glucosamina, N-acetil-
galactosamina, D-maltosa, D- manosa y D-glucosa; las glicoproteinas y polisacaridos
probados fueron: mucina, mucina desializada, fetuina, fetuina desializada,
transferrina, sulfato de condroitin, heparina, acido colominico (polimero de o 2-8
acido sialico), metil glicosido de acido neurdminico, lacto-N-tetraosa, N-acetil-
lactosamina, N,N-diacetilquitobiosa, NN’ N’-triacetilquitotriosa,  protamina,

orosomucoide y dextran a una concentracion de 2 mg/ml.

Los ensayos de inhibicion se realizaron en placas de microtitulacion
colocando 25 pl de cada uno de los diferentes azlcares disueltos en SSI como
diluyente, en los primeros pozos se colocaron 25 ul de los extractos a probar, los
cuales se ajustaron para rendir 32 unidades hemagiutinantes, después de efectuar
diluciones dobles seriadas; posteriormente las placas se incubaron a temperatura
ambiente por 1 h, después se adicionaron 25 pl de eritrocitos de conejo al 1 % vy
nuevamente se incubaron por 2 h, al termino de este tiempo se identificaron los
titulos de aglutinacion. El efecto de los carbohidratos en la actividad aglutinante se
determin6 comparando los titulos de actividad con una fraccion control, a la cual se

le adiciond Unicamente SSI.
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Para los ensayos de inhibicién con glicoproteinas y polisacaridos se colocaron
como diluyentes en la placa 25 ul de los extractos a una concentracién inicial
de 4 unidades hemaglutinantes (el extracto se diluyd con SSI hasta que el titulo fue
de 4), posteriormente se diluyeron 25 pl de cada glicoproteina, se incubd por 2 h a
temperatura ambiente y por ultimo se agregaron 25 pl de eritrocitos de conejo al 1%.
Los resultados se expresan como la concenfracibn minima de azlcares,

glicoproteinas y polisacaridos que inhiben la actividad hemagiutinante.

VI.7. Purificacion de la Hemaglutinina por Cromatografia de
Afinidad

Para el aislamiento de componentes con actividad hemaglutinante se
aplicaron extractos salinos de Pasteurella haemolytica A1, que exhibian alta
actividad a columnas cromatogréficas de afinidad que se seleccionaron de acuerdo
con la actividad hemaglutinante especiﬂ‘ca mostrada por ellos. Las columnas
cromatograficas que se utilizaron fueron de N-acetil-glucosamina (GlcNAc) acoplada
a una columna de agarosa activada con bromuro de cianégeno (Sigma A2278) y otra
columna conteniendo estroma de eritrocitos de conejo tratados previamente con
glutaraldehido al 1%, inmovilizada fisicamente en Sephadex G-25 (Pharmacia

Biotech., Uppsala, Suecia).

La columna de agarosa-GlcNAc de 8 x 1.4 cm, se equilibré con un amortiguador de
acetatos 0.05 M pH 4.5, se aplicaron a la columna 1.5 mg del extracto proteico, con
actividad aglutinante, con una velocidad de flujo de 15 ml/h, se colectaron fracciones
de 1.5 ml y su contenido protéico se determiné espectrofotométricamente a 280 nm.
Cuando la densidad optica fue menor a 0.01, se eluyd el material retenido por la
columna con la adicion de GlcNAc 0.2 M en el mismo amortiguador. Las fracciones
obtenidas fueron dializadas contra amortiguador de acetatos y se determino la

actividad aglutinante de cada fraccién,
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Los estromas de eritrocitos de conejo fueron obtenidos por choque hipo-
osmoético, la membranas fueron lavadas por centrifugacién 16,000 g con SSi y
posteriormente tratadas con glutaraldehido al 1%. EIl estroma fue mezclado con
Sephadex G-25 y montado en una columna, de acuerdo con Vézquez y cols.'® La
columna de estroma de eritrocitos de conejo 12 x 2.8 cm se equilibré con SSI, se
aplicaron 1.5 mg del extracto a una velocidad de fiujo de 10 ml‘h, la elucion de la
adhesina se efectud con la adicion de &cido acético al 3 %, posteriormente el pH
de las fracciones eluidas se neutralizé con NaOH 0.2 M, para finalmente determinar
su actividad aglutinante utilizando eritrocitos de conejo. Ensayos comparativos de
elucion nos permitieron identificar que eluyendo con N-acetil-glucosamina
obteniamos el mismo rendimiento que la disminucién del pH del medio

cromatografico.

V1.8. Composicion de Aminoéacidos de la Hemaglutinina

A 100 ug de adhesina purificada por cromatografia de afinidad se le agregé
una gota de fenol al'0.3 % para prevenir la degradacion de residuos de tirosina. La
hidrolisis de la muestra se efectué en tubos sellados conteniendo 2 ml de HCI 6N a
110° C durante 72 h. Las muestras fueron analizadas en un analizador automatico
Durrum (Inst. Pasteur, Lille, Francia), usando nor-leucina como estandar interno,

segtin Bidlingmeyer y cols."”

VI.9. Adherencia de Pasteurella haemolytica A1 a células

epiteliales de traquea bovina

V1.9.1.0btencién de Células Epiteliales

Para evaluar la capacidad de adherencia de Pasteurella haemolytica a células
epiteliales de traquea bovina e identificar el mecanismo de interaccion con éstas
células, se colectaron tragueas completas unidas a ambos pulmones de becerros
sanos de 1 a 2 dias de nacidos sacrificados en el rastro. Los drganos se
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transportaron al laboratorio en cajas de unicel conteniendo boisas refrigerantes, para
la obtencién de las células dentro de las dos primeras horas de haberse colectado.
Las traqueas se lavaron con PBS estérii para eliminar moco y restos celulares, se
cortaron longitudinalmente y con un escalpelo se raspé la pared interna en un solo
sentido, las células se depositaron en tubos de 50 m! conteniendo 35 ml de PBS
estéril, se lavaron tres veces centrifugando a 2500 g por 10 minutos, finaimente las

células se contaron en un hemocitémetro y se ajusté su concentracién a 1 x 10° cels/

mi en medio RPMI

V1.9.2. Estandarizacion Bacteriana

Para los estudios de adherencia se emplearon nueve cepas de Pasteurella
haemolytica A1 con apariencia mucoide y cuyos extractos salinos presentaron
actividad aglutinante para eritrocitos de conejo, cepas | 29, 4, 25, 46, 67, 255, 259 y
261; y una cepa del mismo serotipo no mucoide carente de actividad aglutinante,
cepa Lau. Las bacterias se cultivaron en placas de agar sangre por 18 h a 37°C.
Después de este tiempo de incubacion se tomaron con un asa bacteriologica 1 o 2
colonias bacterianas que se suspendieron con agitacién suave en 2 ml de SSl| cada
suspension se ajustdé por comparacion de turbidez al tubo 0.5 de Mc Farland, que

corresponde a 5 x 10° UFC.

VI.9.3.Ensayos de Adherencia

Para evaluar la adherencia bacteriana a células epiteliales de traquea se
colocaron 500 pl de la suspensién de células (1x10° cel/ml) en tubos y se adicionaron
20 pl de la suspensién de bacterias (5x1 0° bacterias/ml), se mezclé suavemente e
incubd a 37 °C  por 1 h, posteriormente la mezcla se centrifug6 a 1,200 g por 5
minutos se descarté el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en el
mismo volumen de RPMI. Se efectuaron tres lavados bajo las mismas condiciones
de centrifugacion con la finalidad de eliminar bacterias no adheridas, después del
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Gitimo lavado se tomaron 15 pui del paquete celular y este volumen se extendié sobre
un portacbjetos previamente desengrasado, los frotis se realizaron por duplicado y
se tifieron por tincién de Gram o por la tincién de May-Grinwald Giemsa. Los
ensayos de adherencia se efectuaron por triplicado. Se conté el numero de
bacterias adheridas a cilios y al cuerpo de las células, examinando 30-50 células por
observacion microscopica a 100 X, para determinar el porcentaje de células que
presentaban bacterias adheridas asi como el nimero de bacterias presentes por

célula.

V1.10. Estudio de la Especificidad de Union de Pasteurelia

haemolytica A1 a células Epiteliales de Traquea Bovina

Se estudio la especificidad de la interaccién de las bacterias capsuladas y de
la no capsulada con células epiteliales de traquea bovina por inhibicién de Ia
adhesion mediante la adicion de azlcares y glicoproteinas. Se utilizaron las cepas |
29, 4, 25 y Lay, las tres primeras capsuladas. Los aziicares que se probaron fueron
GaiNAc, GlcNAc, N-acetil-neuraminico y manosa; las glicoproteinas y polisacéaridos
utilizados fueron fetuina, mucina, acido colominico y acido hialurénico.

Para estos ensayos se incubaron 20 ul de una suspension bacteriana
estandarizada al tubo 0.5 de Mc Farland mas 20 pl del azticar 0.2M o 5 pl de
glicoproteinas o polisacaridos (2mg/ml) a 37 °C por 30 min, posteriormente se
adicionaron 500 ul de células ciliadas de traquea (1 x 10°el/ ml) y se incubd a
37 °C por 1 h, después de este tiempo de incubacioén las células se lavaron 3 veces
por centrifugacion a 1200 g/ 5 min con RPMi para remover bacterias no adheridas;
se tomaron alicuotas de 15 pl del paquete celular, que se extendieron en
portaobjetos, se dejaron secar y posteriormente se tifieron y contaron como se

describié previamente.
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VII RESULTADOS

VII.1.' Caracterizacion Bioquimica de las Cepas de Pasteurella

haemolytica

Los aislamientos de Pasteurella haemolytica obtenidos de lesiones
heuménicas y de fosas nasales de becerros se identificaron por su morfologia
colonial en placas de agar sangre. En estas condiciones se desarrollaron colonias
‘blanco grisaceas lisas y mucoides rodeadas de una pequefia zona de 3 hemdiisis,
que son caracteristicas de esta especie. Microscdpicamente se observaron
cocobacilos gram negativos pequefios, la presencia de capsula fue evidente por la
tincion de Maneval en las cepas en estudio. Su identificacion se basd en su
comportamiento a pruebas bioguimicas establecidas para este genero y en los
resultados de hemaglutinacion indirecta con antisueros especificos. Los diferentes
aislamientos reaccionaron de manera similar a las pruebas de catalasa, oxidasa,
urea, glucosa, TSl y SIM (Tabla 5).

TABLA 5. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE AISLAMIENTOS DE
Pastenrella haemolytica A-1, AISLADAS EN MEXICO

CEPA  PROCEDENCIA  p-hemolisis TSI* SIM UREA  CATALASA OXIDASA GLUCOSA

25 NEUMONIA + 8 - - + + +

4 CAVIDAD NASAL + 6 - - + + +
Lau NEUMONIA + 6 - - + + +
265 NEUMONIA + 6 - - + + +

87  CAVIDAD NASAL + 8 - - + + +
255 NEUMONIA + & - - + + +
281 NEUMONIA + 8 - - + + +
259 NEUMONIA + 6 - - + + +

46  CAVIDAD NASAL + 6 - - + + +

*REACCIONG  ACIDO EN EL FONDO/ACIDO EN LA SUPERFICIE
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Independientemente del origen del aislamiento bacteriano, el comportamiento
metabolico en las pruebas realizadas fue igual al que se observé en las cepas de
referencia (Tabla 6). Ei material capsular, de estos aislamientos, cuando fue
adsorbido a eritrocitos de bovino reacciond Unicamente con el antisuero que
identifica al serotipo A1 en las pruebas de hemaglutinacion indirecta.

TABLA 6. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE CEPAS DE REFERENCIA DE
Pasteurella haemolytica, DONADAS POR N.A.D.C., AMES IOWA, E.U.A.

- CEPA SEROTIPQ P -hemolisis TSI SIM UREA CATALASA OXIDASA GLUCOSA
29 1 + 6 - . . + .
J28 2 + 6 . . + + +
863 3 + 6 - ] + + .
S 4 + 6 - - + + +
’ G13 5 + 6 - - + - +
, A30 8 + 6 - - + + +
H1 7 + 6 - - + + +
H21 8 + 8 - - + + +
B1 9 + 6 - w + + "
JF2 10 + 8 ; ) + ‘ .
kc2s2 M + 6 - - + * +
s209 12 * 6 - - + + +

*REACCION6  ACIDO EN EL FONDO/ACIDO EN LA SUPERFICIE
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Vil.2. Caracterizacion del Material Soluble de los Extractos

Bacterianos

Vil.2.1. Analisis Electroforético

El material soluble extraible con PBS, de cada uno de los serotipos, se
precipité con sulfato de amonio, con la intencién de eliminar la mayor cantidad
posible de carbohidratos capsulares y concentrar las proteinas presentes. Los
perfiles o patrones electroforéticos de estas proteinas obtenidas de los diferentes
aislamientos del serotipo A1 en SDS-PAGE muestran ser muy similares entre si,
presentan de 7 a 9 bandas proteicas principales y una gran diversidad de proteinas
menores comprendidas entre los 220 y 14 kDa; las bandas principales tienen pesos
moleculares aparentes de 220, 205, 100, 96, 70, 55, 42, 35 y 30 kDa. De este
grupo de proteinas la banda que corresponde a 70 kDa se observa con mayor

intensidad en todas las preparaciones de este serotipo (Figura 1).

205 205

97
70
&6

42 45

35

24 29

Figura 1. Perfil proteico de extractos solubles de aislamientos de P. haemolytica en
SDS- PAGE al 12.5 %. Carriles 153 cepas 4, 197 y 25, carril 4 cepa de referencia
| 28.
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Ef perfil de las proteinas presentes en los extractos de los serotipos 2, 6 y 9
del biotipo A es parecido al del serotipo A1, se observan igualmente bandas
comprendidas, entre los 220 y 14 kDa. En estos perfiles son evidentes las bandas
proteicas de 205, 100, 96, 55, 42, 35, 30 y 26 kDa, respectivamente. Estos patrones
son bastante diferentes de los observados en los extractos del biotipo T, que
presentan un menor nhumero de bandas protéicas comprendidas en el rango de los
200 a 30 kDa, distinguiéndose las bandas protéicas de 100, 70, 55, 40 y 30 kDa,

respectivamente (Figura 2).

100

/0

42

35

24

Figura 2. Perfil proteico de extractos solubles de diferentes biotipos y serotipos de
P. haemolytica en SDS-PAGE al 11.5 %. Carriles 1— 4, serotipos A1, A2, AG y
A9; Carriles 5y 6, serotipos T3y T10

VIl.3. Composicién de Carbohidratos de los Extractos de

Diferentes Serotipos de Pasteurella haemolytica

La composicion y presencia de azucares en los extractos de diferentes
serotipos se analizé por cromatografia de gases, los resultados de este analisis

muestran que existen diferencias en la cantidad y composicidén de algunos azlcares;
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sin embargo, se encuentran como unidades principales la glucosa, galactosa y
GleNAc en los extractos de los diferentes serotipos y biotipos estudiados (Tabla 7).
El biotipo T3 presenta ramnosa Yy xilosa en cantidades significativas, ademas de los
aziicares antes mencionados. Estos azlcares estan practicamente ausentes en los
serotipos del biotipo A, a excepcidn de los serotipos A5 y A12 que los presentan en
porcentajes bajos. El serotipo A1 presenta de manera interesante acido N-acetil-
neuraminico en cantidad significativa, este residuo estd presente, pero en
porcentajes bajos en los serotipos A6 y A9. La GlcNAc representa mas del 50 % de
los diferentes azlcares presentes en los extractos de los serotipos A6, A7 y A9; para
los serotipos A5 y A12 alrededor del 30 % y para el serotipo A1y T3 el 10 %

(Tabla 7).

TABLA 7. COMPOSICION DE AZUCARES DE EXTRACTOS SOLUBLES OBTENIDOS
DE DIFERENTES SERQTIPOS DE Pasteurelia haemolytica

AZUCAR SEROTIFOS
(%) A1 T3 AS AB A7 A9 A12

ARA 0.91 4.10 5.84 227 0.89 4.60
MAN 0.63 0.83 6.80 1.95 1.40 0.50 4.80
GAL 28.02 48,20 41,30 12.43 7.53 27.20 28.00
GLU 44,70 10.00 8.66 14.67 8.93 11.50 28.00
|GalNAc 3.46 NI NI Ni 316 1.74 3.13
GIcNAC 10.90 10.38 32.14 58.19 78.95 57.60 30,21
FUC 1.07 0.98 2.97 1.11 NI NI NI
RIB 0.90 Ni 0.85 NI NI NI 0.70
XIL NI 11.82 1.44 NI Ni NI 0.40
[NANA 7.44 NI NI 1.32 NI 0.65 Ni
RAM NI 16.43 NI NI N NI 0.20

NI - NO IDENTIFICADO

La composicién, presencia, y cantidad de aziicares presentes en los extractos
proteicos exhibe diferencias en la composicién de azlcares de los polisacaridos
capsulares y cadena O de los lipopolisacaridos hasta ahora estudiados

(Tablas 1,2y 3).
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Vil.4. Actividad Hemaglutinante.

{os extractos solubles de los diferentes serotipos y biotipos de Pasteurelia
haemolytica presentaron actividad hemagiutinante para eritrocitos de conejo, y no
aglutinaron eritrocitos de otras especies ensayados ni en condiciones nativas ni
después del tratamiento con tripsina, pronasa y neuraminidasa. El titulo de actividad
aglutinante de eritrocitos de conejo fue similar entre los serotipos del biotipo A, a
diferencia de la de los serotipos del biotipo T los cuales mostraron una mayor
actividad aglutinante y una actividad especifica superior en relacion con la de los
serotipos del biotipo A (Tabla 8). La actividad pudo determinarse solo con eritrocitos
frescos, porque después de 1 a 2 semanas que fueron colectados no eran
aglutinados; esto se debe a que durante la maduracion de las células se pierden
componentes de la superficie del eritrocito, gque son importantes aparentemente,
para la interaccion con la aglutinina de P. haemolytica. El tratamiento de los
eritrocitos de conejo con las enzimas pronasa, tripsina y neuraminidasa, también
provoco la pérdida total de reconocimiento por la hemaglutinina (Tabla 8).

TABLA 8. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS DIFERENTES SEROTIPOS DE

Pasteurella kaemolytice PARA ERITROCITOS DE CONEJO Y EFECTO
DE LAS ENZIMAS TRIPSINA, PRONASA Y NEURAMINIDASA

I SEROTIPO UNIDADES CONCENTRACION ACT. ESPECIFICA  TRIPSINA FRONASA NEURAMINIDA@ l
HEMAGLUTINANTES (UHA)  DE PROTEINA (mg/ml) _ UHAMMg PROTEINA

1 2560 0.78 azez . .
2 1280 06 2133 -

3 10240 058 17655 - .

4 10240 0.51 20078 .

5 1280 0.55 2327 T . .
) 2560 0.72 3555

7 1280 085 1969

8 1280 0.69 1855 - -

9 2560 0.75 3413 - -

10 5120 055 9308 . . .
11 2560 0.73 3508 - -

12 1280 063 2031
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VII.5. Especificidad de los Extractos por Carbohidratos

La actividad hemaglutinante en los extractos de los diferentes serotipos
muestra el reconocimiento por azlGcares N-acetilados, como GIcNAc y la
interaccién con azUcares i6nicos, como NeuAc, &cido colominico y sulfato de

condroitin (Tabla 9).

Tabla 9. EFECTO DE AZUCARES, GLICOSIDOS Y GLICOPROTEINAS, SOBRE
LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE EXTRACTOS SOLUBLES DE
DIFERENTES SEROTIPOS DE Pasteurella haemolytica..

Serotipo*  heparina®  mucina®  &c.colominico condroitin®  GlcNAc®  GalNAc®  manosa®

. sulfato

( Unidades hemaglutinantes)
i 2 4 4 2 4 16 {6
2 4 2 4 4 2 32 32
3 0 2 2 2 4 32 32
4 0 2 4 4 4 32 32
5 2 4 2 2 0 32 32
6 4 2 4 2 2 16 16
7 0 2 2 4 0 32 32
8 0 4 2 2 4 32 32
9 2 4 2 4 4 16 16
10 0 2 4 2. 8 32 32
11 4 2 2 2 2 16 32
12 2 2 2 4 4 32 32

® Los extractos se probaron a 32 Unidades hemagiutinantes.
b Los glic6sidos y glicoproteinas se ensayaron a una concentracién de 2 mg/ml.
° Los azlicares se ensayaron a una concentracion de 200 mM.

El serotipo A1 es el principal serotipo aislado de neunionias de bovinos y uno
de los mas frecuentes de la misma condicion en ovinos; por esa razon,
consideramos de particular importancia intentar el aislamiento de la aglutinina de
este serotipo para posteriormente determinar su posible participacion en el
mecanismo de adhesién de la bacteria, para lo cual se investigé mayormente la
especificidad de extractos de este serotipo con azlcares y glicosidos. Se observd
efecto inhibitorio principalmente con GlcNAc y acido N-acetil-neuraminico; asi como
con glicésidos y glicoproteinas que presentan acido sialico (Tablas 10y 11).
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TABLA 10. EFECTO DE AZUCARES Y GLICOSIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD

MAGIL, A DE Pasteurella haemalytica A

HEMAGLUTINANTE DE UN EXTRACTO SOLUBLE DE Pasteurella haemolytica A1.

Ac.a-metil-neuraminico

Compuesto * Unidades °
Hemaglutinantes

Control 32
L- fucosa 32
D-melezitosa 32
D-melibiosa 32
D-galactosamina 32
D-glucosamina 32
NeuNAc 16
GlcNAc 4
GalNAc 16
D-maltosa 32
D-manosa 16
D-glucosa 32
Acido hialurénico 4
Acido colominico 4
Ac. p-metil-neuraminico 8

4

: Los az(icares se ensayaron a una concentracién de 200 mM
El extracto se prob6 con eritrocitos de conejo al 1%.

Tabla 11. EFECTO DE GLICOSIDOS Y GLICOPROTEINAS SOBRE LA ACTIVIDAD

HEMAGLUTINANTE DE UN EXTRACTO DE  Pastfeurelia haemolytica A1.

Compuestos *

Unidades hemaglutinantes®

Mucina

Mucina desializada
Fetuina

Fetuina desializada
Transferrina
Condroitin suifato
Heparina
Qrosomucoide
Dextran

Protamina
Lacto-N-tetracsa
N-acetil lactosamina
N,N -diacetilquitobiosa
NN’ N"-triacetilquitotriosa

LR OODEALOOLEBORLO

2 Los glicosidos y glicoproteinas se ensayaron a una concentracion de 2 mg/ml.
b E| extracto se probé a 4 Unidades hemaglutinantes.
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VIl.6. Purificacion de la Hemaglutinina

El proceso de purificacién se efectué por cromatografia de afinidad
empleando una columna conteniendo estroma de eritrocitos de conejo, que son los
Unicos reconocidos y aglutinados por el extracto soluble de casi todos los serotipos
de P. haesmolytica; la actividad hemaglutinante se recuperé disminuyendo el pH del

medio cromatografico con acido acético (Figura 3).

AISLAMIENTO DE LA HEMAGLUTININA DE Pasteurelia haemolytica A1 POR CROMATOGRAFIA DE

AFINIDAD

14

131

124

1171

17 z

091 £
a 8
a a7+ é
g %8 ACIDO ACETICO 3% §

051 g

041t 2

0.3 g 8

02+ 4

o1+ 2

¢ 8 1o M 15 20 25
FRACCION

Fig 3. PERFIL DE ELUCION DE LA HEMAGLUTININA DE Pasteure/fa haemolytica A1 POR CROMATOGRAFITA DE AFINIDAD EN '
UNA COLUMNA DE ESTROMA DE ERITROCITOS DE CONEJO. A LA COLUMNA SE APLICARON 1.5 mg DEL EXTRACTO TOTAL, |
ELUYENDO A UNA VELOCIDAD DE 40 mih. EL pH DE LAS FRACCIONES SE AJUSTO GON NaOH 0.2M PARA DETERMINAR
ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE CON ERITROCITOS DE CONEJO.

Las fracciones no retenidas carecian de actividad aglutinante; ia proteina asi aislada
corresponde al 0.07 % de las proteinas presentes en el extracto y presenta un
incremento en la actividad especifica (unidades hemaglutinantes/concentracion de
proteina) de 851.5 veces mas alta que el extracto total de Pasteurella haemolytica
(Tabla 12). Cuantitativamente la concentracién de proteina eluida de la columna
con GlcNAc, fue la misma que se obtuvo con &cido acético.
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TABLA 12. PROCESO DE PURIFICACION DE LA HEMAGLUTININA DE
Pasteurella haemolytica A1 POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN UNA
COLUMNA DE ESTROMA DE ERITROCITOS DE CONEJO.

CONCENTRACION DE UNIDADES ACT. ESPECIFICA
FRACCION PROTEINA (mg) HEMAGLUTINANTES (UHA)  UHA/mg PROTEINA
EXTRACTO TOTAL 15 5120 3368
NO RETENIDO (NR) 1.3 SIAH S/AH
FRACCION RETENIDA (FR) 0.01 1200 120000

La proteina con actividad hemaglutinante, se purificé también empleando una
columna de agarosa unida a N-acetil-glucosamina, de esta columna también se
obtuvo a la hemaglutinina mediante la elucién con el azicar (Figura 4). La
capacidad de retencién por esta columna para la hemaglutinina fue muy baja, pues
la columna era saturada con bajas concentraciones de exiracto de P. haemolytica,
identificandose por la presencia de actividad agiutinante en la fraccién no retenida,
las fracciones colectadas después de adicionar el azdcar se mezclaron, dializaron y
concentraron; después de esto se observé actividad aglutinante.

ELUCION DE LA HEMAGLUTININA DE Pasteurella haemolytica A-1 EN
COLUMNA DE AGAROSA - GlcNAc.

1.40
1.30 + o
1.20 1
110 1
1.00 1
=080 1
g 080 |
g 070 ¢ N
=060 ac
Qo501
0.40 +
0.30 +
0.20 +
0.10
0.00 : : 4 =
0 5 10 15 20 25 30

FIG. 4. ELUCION DE UNA PROTEINA DE P. haemolytica A-1, EN COLUMNA DE
AGAROSA UNIDA A N-ACETILGLUCOSAMINA. LA COLUMNA SE
DESARROLLO CON BUFFER DE ACETATOS 0 05 M pH 4.5 A UNA VELOCIDAD
DE FLUWO DE 15 mbh. LA PROTEINA FUE ELUIDA CON Gle NAc 0.2 M.
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VI.7. Caracterizaciéon de la Hemaglutinina

VIL.7.1. Peso Moleculiar.

Las fracciones eluidas de las columnas de afinidad y que presentaron
actividad  hemagiutinante fueron analizadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS, se observd una sola banda protéica con un peso molecular
aparente de 70 kDa bajo condiciones no reductoras (Figura 5). La movilidad
relativa de la proteina corresponde con una de las bandas tefiidas con mas
intensidad en el perfil electroforético observado en el extracto total.

205
116
- 100
66
55
45 42
36
29

24

Figura 5. Analisis electroforético en SDS-PAGE al 11.5 % de una proteina de 70
kDa aislada por cromatografia de afinidad en una columna de GlcNAc. Carril 1,
estandares de peso molecular; Carril 2, proteina de 70 kDa; Carril 3, extracto soluble
de P. haemolytica A1. Tefiido con nitrato de plata.
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Vil.7.2. Caracterizacion quimica

El anélisis quimico practicado a la proteina aislada indica que carece de
cualquier componente carbohidrato, de acuerdo con los resuitados obtenidos por
cromatografia de gases. La composicion de aminoéacidos muestra que es rica en
residuos de glicina, serina, acido glutdmico, alanina y acido aspartico, y pobre en
cisteina, metionina y tirosina. La presencia de cisteina indica la posible existencia de

un puente disulfuro en esta proteina (Tabla 13).

TABLA 13, COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA PROTEINA
DE 70 kDa CON ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE.

Residuo Residuo %  Residuo por molécula *

ASP 7.8 442

GLU 13.7 77.6

SER 16.8 86.5

GLI 17.1 97

HIS 26 14.7

ARG 2.2 12.5
TREQ 5.1 28.9

ALA 11.4 77.6

PRO 39 22.1

TIR 06 34

VAL 4.0 22.7

MET 0.6 3.4

Cis 0.3 1.7

ILE 3.0 17

LEU 4.8 27.2

FEN 31 17.6

LIS 40 22.7

576.8 Residuos

* Considerando 70 kDa de peso.
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VIL.8. Especificidad de la hemaglutinina por carbohidratos

Al igual que el extracto bacteriano, la proteina purificada posee capacidad
para aglutinar Unicamente eritrocitos de conejo; otro tipo de eritrocitos al igual que
los eritrocitos de conejo tratados con proteasas y por neuraminidasa, no son
reconocidos. El andlisis de la especificidad de la aglutinina por carbohidratos,
determinado por la capacidad de los carbohidratos para inhibir la actividad
aglutinante para eritrocitos de conejo, muestra que existe reconocimiento para
residuos N-acetilados, como lo indica el decremento en el titulo de la actividad
aglutinante con los aziicares GIcNAG y acido N-acefil-neuraminico. La actividad
también se inhibié con algunos glicosidos y glicoproteinas como fa mucina
submaxilar bovina, la fetuina, acido colominico, acido hialurénico, heparina, sulfato
de condroitin, acido p metil-glicésido neurdminico. Pero no hubo efecto inhibitorio

con azlcares neutros, ni con dextran, protamina, transferrina, N,N- diacetilquitobiosa

y N.N'Ntriacetilquitotriosa (Tabla 14 ).

TABLA 14. EFECTO DE AZUCARES, GLICOSIDOS Y GLICOPROTEINAS, SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA HEMAGLUTININA DE Pasteurella haemolytica A1.

Compuesto Concentracién ® Potencia inhibitoria
(um) relativa °®

GlcNAc 25 1
NeuNAc 50 0.5
N-acetil-lactosamina 6.25 4
Acido hiafurénico 125 2
Acido colominico 12.5 2
Acido B-metil-neuraminico 12.5 2
Heparina 1.6 16.6
Condroitin sulfato 1.5 16.6
Mucina 0.025 1000
Fetuina 0.05 500
Mucina desializada 0.1 250
Fetuina desializada 1.0 25

8 concentracién minima para inhibir 4 Unidades hemaglutinantes de la hemagiutinina de  P.

haemolytica.

® potencia inhibitoria es el valor comparativo de la concentracién del inhibidor con GIcNAc.
Otros azlcares sin actividad inhibitoria a 100 uM, fueron D-glucosa, D-manosa, D-fucosa,
GalNAc, D-galactosa, D-galactosamina, D-glucosamina y melezitosa.
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VI.9. Adherencia de Pasteurella haemolytica A1 a células

epiteliales de traquea bovina

La adherencia de 9 aislamientos de Pasteurella haemolytica capsulados y
cuyos extractos de superficie presentaban actividad hemaglutinante fue comparada
con una variante no capsulada carente de actividad. Se encontré que las bacterias
capsuladas se unen pobremente a estas células, alrededor de tres bacterias por
célula y lo hacen preferentemente a los cilios y no al cuerpo celular (Figura 6); no
se observaron diferencias en el niUmero de bacterias adheridas entre aislamientos
capsulados, pero si hubo diferencias entre éstos y la variante no capsulada que se
adhirid en mayor niimero, seis bacterias por céiula y en un porcentaje mayor de
células (Figura 7, Tabla 15)

Figura 6. Microfotografia de células Figura 7. Microfotografia de célutas
ciliadas de traquea bovina ciliadas de traquea bovina  con
con bacterias  capsuladas de bacterias no capsuladas de
P. haemolytica A1 (X 1000} P. haemolytica A1, cepa Lau (X 1000)
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TABLA 15. ADHERENCIA DE BACTERIAS DE Pasteurefla haemolytica A1
A CELULAS CILIADAS DE TRAQUEA BOVINA.

CEPA ACTIVIDAD BACTERIAS POR | PORCENTAJE DE
BACTERIANA | HEMAGLUTINANTE | CELULA 1 D.S. CELULAS CON
BACTERIAS

I 29* + 2.89 % 1.75 44,20

4 + 323+ 1.89 50.60

25 + 2.88 +2.06 50.80

46 . 223+ 1.31 3330

67 . 2.43 +1.09 25.50

255 2.94+193 3920
+

259 3.00 £ 1.76 27.80
+

261 2.93+1.53 44.10

Lau” ) 6.13 +3.87 75.00

? Cepa de referencia
® Cepa no capsulada

VII.10. Inhibicién de la adherencia por azucares y glicoproteinas

Se estudio la especificidad de la adherencia de la bacteria a las células
ciliadas por ensayos de inhibicién con azlcares y glicoproteinas. Se observd que
existe reconocimiento por residuos N-acetilados, como la GlcNAc y acido sialico de
acuerdo a la disminucidén en el niumero de bacterias adheridas por célula con estos
azicares. Este efecto inhibitorio se observa para ambos tipos de bacterias
capsuladas y no capsulada; en esta uitima hubo inhibicién también con el azdcar
neutro manosa, pero dicho aziicar no inhibié la adherencia de las bacterias
capsuladas. La GalNAc¢ no inhibid significativamente la adherencia de las
bacterias o cual indica que la especificidad esta dirigida ai reconocimiento del
grupo acetilo presente en el carbono 2 de la GicNAc y del acido sidlico. La
adherencia también se inhibié con glicosidos y glicoproteinas como la mucina
submanxilar bovina, fetuina, acido colominico y acido hialurdnico, compuestos que
presenta GIcNAc y acido sialico entre otros aztcares (Tabla 16).
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TABLA 16. INHIBICION DE LA ADHERENCIA DE Pasteurella haemolytica A1
POR AZUCARES Y GLICOPROTEINAS.

Cepas bacterianas
Compuestos Lauy ] 25 ] 169 | 4
(mimero de bacterias / célula+ D. 8.)*
Control 6,131+ 3.87 2,88 +£2.06 289175 3.23+1.89
Mucina® 1.35+0.71 1.37 £ 0.63 1.23 £0.43 1.32 £ 0.57
Hialurénico 448 £193 1.64 £ 0.86 1.68 £ 0.85 1.95 + 0,83
Fetuina 3.74+ 1.29 1.43 +0.65 1.65 + (.81 1.86 £0.86
Colominico 4.46 £ 1.64 1.87 £ 0.92 2.01+£1.22 1.82 £0.87
GIcNAC® 451172 1.73£0.97 1.62 £ 0.95 1.85+0.8%
GalNAc 4.20 £ 1.68 315+ 1.64 2971142 2.88+£1.05
Manosa 2.51 % 1.37 34 +1.68 2.78 £1.22 28 * 1.1
Ac. sidlico 305+1.35 1.81 + 1.16 1.59 £ 0.96 1.81 +0.91

® Los resultados se expresan como el promedio de tres repeticiones + la desviacidn estandar.
Las glicoproteinas se probaron a una concentracion final de 10 ug.
° Los azucares se probaron a una cancentracion final de 5 uM.
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Vill DISCUSION

Los diferentes aislamientos de Pasteurella haemolytica, empleados en el
presente estudio fueron comparados, para fines de confirmacién, con cepas de
referencia tanto en sus caracteristicas morfologicas microscopicas y coloniales
como en su comportamiento en las pruebas bioguimicas realizadas. Los aspectos
microscopicos, coloniales y el comportamiento metabdlico de las bacterias
aisladas de becerros enfermos fueron similares a las cepas de referencia;, de
acuerdo con estos criterios, confirmamos que los aislamientos realizados eran
Pasteurella haemolytica. La identificacién de los serotipos correspondientes se
determiné por hemaglutinacion indirecta empleando antisueros de referencia.
Determinadas sus particularidades, se procedié a efectuar extracciones salinas de
los aisiar'nientos y cepas de referencia, de acuerdo al método estabiecido por
Gentry.53 Este método de extraccion se escogié porque es un procedimiento que
libera constituyentes débilmente unidos a la bacteria, sin que sufran modificaciones

eh su naturaleza o alteraciones en su estructura.

Se ha informado que el productb de la extraccion esta constituido
principaimente por polisacéridos capsulares y proteinas solubles presentes en la
superficie bacteriana, con pequefias cantidades de lipopolisacérido y proteinas de
membrana externa.”® ® Las investigaciones sobre Pasteurella haemoiytica, se han
centrado en este material  soluble extraible con amortiguadores, asi como en las
proteinas excretadas por la bacteria en cultivo; debido a que inducen resistencia a la
enfermedad en animales inmunizados y a que algunos de sus componentes estan
involucrados en los mecanismos de patogenia.®® > *> ¢ Cabe citar dentro de estos
componentes al polisacarido capsular, el cual es capaz de unirse especificamente a
los fagocitos e impedir el desarrolio de sus funciones; la remocion del material
capsular por calentamiento a 41°C, rinde microorganismos descapsulados
susceptibles al ataque de ios mecanismos inmunes del huésped, confirmandose la

participacion de componentes de superficie en la disfuncién de estos eventos.** */
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La complejidad y relevancia de este material en la induccién de la resistencia, asi
como su participacién en la patogenia, nos condujo a la busqueda e identificacion de
alguno de ios componentes responsables del mecanismo de adhesion, basados en
ia propiedad que presentan algunas adhesinas bacterianas para aglutinar eritrocitos
y de que muchas de las estructuras que intervienen en este mecanismo se localizan

en la superficie bacteriana.

Primeramente, los extractos salinos obtenidos de los aislamientos de
Pasteurella haemolytica A1 y de las cepas representantes de los diferentes serotipos
empleados en este estudio se sometieron a una precipitacion diferencial;
obteniéndose una fraccion rica en proteinas solubles de cada uno de los extractos a

la cual denominamos como extracto soluble precipitado.

Los extractos solubles fueron caracterizados en cuanto a su composicion de
azlcares y analizados electroforéticamente en geles de poliacrilamida-SDS. Los
perfiles proteicos de los extractos de los serotipos del biotipo A y los del biotipo T
analizados muestran ser muy similares entre serotipos pertenecientes al mismo

biotipo, pero significativamente diferentes entre biotipos.

Varios investigadores han realizado esfudios de caracterizacion del extracto
salino de Pasteurella haemolytica A1 directamente después de la extraccidén y
también después de tratar de separar las proteinas asociadas por diferentes
métodos;™ ® por cualquiera de los métodos empleados, se ha mostrado que el
extracto salino contiene una alta concentracién de carbohidratos; los cuales, se ha
sugerido, pueden estar formando complejos moleculares con proteinas o bien varias
de estas proteinas son de naturaleza glicoprotéica.'> ** ™ Se ha informado que el
extracto salino del serotipc A1 muestra 8 bandas principales de 130, 90, 67, 58, 44,
28, 24 y 14 kDa en condiciones reductoras y que varias de éstas proteinas son
reconocidas por el sistema inmune de los rumiantes; pero el grado de su

participacion en la resistencia contra la pasteurelosis neuménica se desconoce.“* *°
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Es importante destacar que una comparaciéon de las proteinas solubles
extraibles con PBS para otros serotipos diferentes al serotipo A1 y para serotipos del
biotipo T no se habia realizado, a pesar de la relevancia que algunos de sus
componentes pueden tener en los mecanismos de patogenia o en la proteccion. Sin
embargo, similitudes entre extractos de serotipos del biotipo A y diferencias de éstos
con el biotipo T, se han observado empleando otros métodos diferentes a la
extraccion salina. Por ejemplo, Thompson y Mould,'?' analizaron los extractos
celulares obtenidos mediante extracciones con fenol/ acido acético de cepas dei
biotpo A 'y T en SD8- PAGE y mostraron diferencias entre estos biotipos.
Donachie® también observo similitudes entre extractos de cepas de! biotipo A
obtenidos con salicilato de sodio y Knights y cols.” por anélisis de las proteinas de
cubierta extraidas por tratamiento de las bacterias con lisozima y nucleasas
encontraron similitudes entre cepas pertenecientes al mismo biotipo y diferencias
entre cepas de ambos biotipos. Asi todas estas observaciones apoyan la
consideracién hecha por varios autores de separar al biotipo T en una especie
diferente a Pasteurelfla haemolytica, y muestran gue muchas de las proteinas estan
altamente conservadas entre cepas de ambos biotipos. Esto Gltimo se ha mostrado
por analisis de inmunotransferencia de proteinas de membrana externa, entre las

que se incluyen las reguladas por hierro, las cuales poseen pesos moleculares de 35
y 70 kDa.®

La caracterizacién de los principales azlcares en los extractos solubles
precipitados, muestra diferencias en cantidad y composicion de azicares entre
serotipos. Sin embargo, en todos se encontré una proporcién aita de galactosa,
glucosa y N-acetil-glucosamina. La mayoria o una gran parte de los azlcares
extraidos por el método empleado pueden ser constituyentes de componentes de
superficie diferentes a la capsula, pues éstos exhiben diferencias en cuanto a
composicién, presencia y cantidad de aztcares.> & "% ® Aunque, solo se analizé la
composicion de aztcares de un serotipo del biotipo T, el T3, la presencia de GicNAc
en el extracto puede derivar de la estructura O-polisacarido del lipopolisacérido de
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este serotipo,’™ pero también es posible que este azlcar forme parte de porciones
carbohidrato de otras moléculas de superficie diferentes al lipopolisacarido.

Para los serotipos del biotipo A analizados la cantidad de GlcNAc¢ fue variable
y represento mas del 50% de los azdcares presentes en los extractos de los
serotipos A6, A7 y A9, para el serotipo A1 fue del 11%. La presencia de este aztcar
en los extractos precipitados parece no provenir de la capsula o del lipopolisacarido,
comparando con la composicion y estructuras determinadas para algunos de los
serotipos analizados, a excepcion del serotipo A7 en el que la GicNAc es uno de los
componentes del polisacarido capsular;® asi, que cierta cantidad en el extracto de
este serotipo puede tener este origen o provenir de la fraccién oligosacarida de otro

componente diferente.

Austin aislé un antigeno de 10-30 kDa rico en hexosaminas a partir del
extracto salino de Pasteurella haemolytica A1, el antigeno al parecer es comdn en
los diferentes serotipos de Pasteurella haemolytica y P. multocida.'? La presencia de
este componente en el material extraible y su alto contenido en hexosaminas permite
considerarlo como uno de los constituyentes del cuali pueden derivar los
azlicares N- acetilados determinados en este trabajo como la GlcNAc, GalNAc y ac
sialico (N-acetil-neuraminico); este Gltimo azicar se ha identificado en la cadena O-
polisacarido del lipopolisacarido de los serotipos 1 y 5, de acuerdo con andlisis
realizados por Utley.'®® Sin embargo, a diferencia de &l Lacroix no encontré residuos
de acido sidlico en éstas estructuras cuando estudid ios lipopolisacaridos de estos
serotipos.”> En el analisis de caracterizacién de azlcares que realizamos,
encontramos A4cido sidlico en los exiractos de los serotipos A1, A8 y A9 en
cantidades variables pero la cantidad determinada para el serotipo A1 fue mucho
mas alta que para los otros serotipos y a diferencia de Utley no observamos acido
sidlico en el extracto del serotipo A5. Residucs de este azlicar también parecen
estar localizados sobre la superficie del serotipo A12 de acuerdo con su
reconocimiento por la lectina de suero del langostino Macrobrachium rosenbergii,

que interacttia principalmente con azticares N-acetilados y O-acetilados.'*
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Por otro lado, el andlisis quimico y estructural de la capsula del serotipo A2
sugiere que es un polimero de acido colominico (o 2—8 acido N-acetil-neuraminico).’
Asi éstos antecedentes muestran que algunos serotipos de Pasteurella haemolytica
pueden contener residuos de acido sialico sobre su superficie, los cuales pueden ser
constituyentes propios de componentes polisacaridos de la bacteria o bien son

incorporados a la superficie bacteriana por algln mecanismo.

La importancia de determinar la composicion de azucares en el precipitado del
extracto salino se debe al papel biologico que en el reconocimiento especifico tienen
las estructuras oligosacaridas de la cubierta bacteriana al unirse directamente a
su célula hospedera o a secreciones mucosales que median ésta interaccion.'®* ™'
A este respecto, se ha informado de diferentes interacciones involucrando los
polisacaridos de superficie de varios serotipos y biotipos de la bacteria, por
ejemplo, se ha observado que el biotipo T aglutina con la lectina de germen de
trigo (Triticum vuigaris), especifica para N-acetil-glucosamina, permitiendo diferenciar
los serotipos de esta especie de los serotipos del biotipo A.** Hasta ahora el
componente responsable en ésta interaccion se desconoce pero la participacion de
los polisacaridos capsulares de los diferentes serotipos del biotipo T en la reaccion
puede excluirse debido a que son diferentes entre si; es posible que en el
reconocimiento se encuentren involucrados oligomeros de N-acetil-glucosamina
comunes a las porciones carbohidrato de componentes de superficie del biotipo T4
Interesantemente, el analisis de aztcares realizado al precipitado del extracto salino
del serotipo T3 muestra la presencia de GlcNAg; sin embargo, no hay que olvidar

que éste aztcar ha sido descrito como un constituyente del LPS de este serotipo.'®

Para el serotipo A1, Brogden y cols.?” observaron una reaccion tipo lectina
entre el polisacarido capsular y el surfactante pulmonar ovino, mediada quizas
por el acido N-acetil-aminomanurénico del polisacarido con la proteina A del
surfactante. Ademas, sugieren que la interaccion in vivo puede faverecer la union de
la bacteria a la cubierta del alvéolo permitiendo su colonizaciéon y que a su vez el

microorganismo puede recubrirse con el surfactante, evadiendo los mecanismos de
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defensa pulmonar. Sin embargo, en sus resultados experimentales muestran que el
surfactante solo al incubarse con azlcares sencillos precipita con GIcNAc y en
menor proporcién con GalNAc pero no con N-acetil manosamina.

La presencia de una envoltura de polisacéridos extracelulares mejor conocida
como glicocalix es frecuente en Pasteurella haemolytica. Esta cubierta incrementa la
resistencia de la bacteria a los mecanismos de fagocitosis, debido a su hidrofilia,
carga y viscosidad; se considera que esta envoitura puede ser una extensién de los
polisacaridos capsulares de la bacteria o de la cadena-O polisacarida. En general,
las caracteristicas del glicocalix estan influidas por el medio ambiente en el cual se
desarrolia la bacteria y va a determinar su presencia, tamafio y composicion. ™’

Brogden y Clarke?® estudiaron la interaccion de bacterias del serotipo A1, con
lectinas de especificidad conocida, asi como la forma en que se modifica esta
interaccion por las condiciones de cultivo. Estos autores observaron que la
bacteria es reconocida por lectinas especificas para residuos B galactosil(1->3)N-
acetil galactosamina, asi como por iectinas que reconocen residuos de N-acetil-
galactosamina en enlaces o 6 B y proponen que el reconocimiento es debido a la
afinidad de las lectinas por la cadena-O polisacarida de dicho serotipo constituida
por unidades trisacaridas repetitivas de dos residuos de D-galactosa y un residuo de
N-acetil-galactosamina.'®® También observaron que existen reacciones variables de
agiutinacion con lectinas especificas para residuos de manosa y acido sialico,
cuando la bacteria se incubd en medios conteniendo suero; sugieren que los
carbohidratos de superficie se recubren por componentes del suero, como
fibronectina y colectinas (como la conglutinina y proteinas de unién a residuos de
manosa); lo cual ha sido demostrado para otras bacterias.” "' La modificacion de
la superficie bacteriana por estos factores del hospedero influyen en fa capacidad
adherente y resistencia a la fagocitosis, facilitando su persistencia y diseminacion

hacia los tejidos blanco.
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Como ia interaccién bacteria-célula se inicia casi siempre a partir del
reconocimiento especifico de estructuras complementarias localizadas en la
superficie de ambos componentes, uno de nuestros propdsitos fue investigar si los
extractos salinos precipitados presentaban actividad hemaglutinante debido a que
diversas adhesinas bacterianas tienen ésta propiedad, ademas, la unién entre la
adhesina y los eritrocitos es muy similar a la que se establece entre ella y su célula
blanco, permitiendo su aislamiento y estudio de especificidad de union.

La actividad hemaglutinante se buscé en los extractos salinos crudos de los
diferentes serotipos y biotipos, ensayando con diferentes especies de glébulos rojos.
Se encontré actividad aglutinante para eritrocitos de conejo en los diferentes
extractos analizados; solo que esta actividad fue de 3 a 7 veces mas alta en los
extractos del biotipo T que en los extractos del bictipo A. La actividad especifica
(determinada por la relacion entre el titulo de actividad y la concentracion de
proteina) fue mas alta en los serotipos A1, A8, A9 y A11 siendo similar entre ellos.
Paraddjicamente los extractos del biotipo T, a pesar de exhibir la actividad
hemaglutinante mas alta, presentaron menor contenido proteico. Los eritrocitos solo
fueron aglutinados por los extractos cuando los glébulos rojos fueron ensayados sin
ninguna modificaciéon enzimatica, y en los primeros dias de haberlos obtenido, pues
su maduracion o almacenamiento a 4°C por un periodo mayor elimind su
reconocimiento por cualquiera de los extractos probados. Es posible que esto se
deba a la pérdida de fracciones de carbohidrato, principalmente N-acetil-
glucosamina y 4cido sidlico, moléculas de superficie unidas débiimente a fa
superficie del eritrocito, que se liberan durante el tiempo de almacenamiento o el
envejecimiento de las células.?' El tratamiento de los eritrocitos con las enzimas
proteoliticas también afectd severamente su reconocimiento por la hemaglutinina
presente en los extractos; este tratamiento, elimina o modifica el receptor sobre la
superficie del eritrocito, perdiéndose cualquier capacidad de interaccion entre ellos y
el componente o componentes bacterianos responsables, debido posiblemente a la
eliminacion de componentes glicoprotéicos de la membrana del eritrocito; ademas,
se pone de manifiesto la posible participacion de residuos de acido sialico en esta
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interaccién, debido a la pérdida de reconocimiento después del tratamiento con

heuraminidasa.

Como se explicé anteriormente, los extractos salinos crudos presentan una
gran cantidad de polisacaridos capsulares y con la idea de discernir si estos se
encontraban involucrados en la actividad se procedi6é a precipitar de manera
diferencial las proteinas solubles y eliminar la mayor cantidad posible de
polisacaridos, se observé que la actividad permanecia en la misma proporcion
después de la precipitacién, indicando que los polisacaridos capsulares no participan
en la unién al eritrocito. Ademas, la variedad en composicion y estructural de este
componente dentro de los diferentes serotipos elimina la posibilidad de que sean los

responsables de la actividad.

Para determinar la especificidad de ia hemaglutinina presente en el extracto
del serotipo A1 realizamos ensayos de inhibicion competitiva con azlcares simples y
glicoproteinas;  al identificar la especificidad se propuso la utilizaciéon del
carbohidrato especifico en un sistema cromatogréfico de afinidad, con el fin de
intentar el aislamiento de la molécula responsable de la interaccion con la membrana
celular. Este proceso se realizé Unicamente con Pasteurella haemolytica, serotipo
A1, porque es el serotipo gue se aisla con mas alta frecuencia de las neumonias del

bovino.

De los azucares simples estudiados, la actividad hemaglutinante de la
proteina purificada, asi como del extracto total, se inhibié solamente con azucares N-
acetilados como la GIcNAc y el acido N-acetil-neuraminico (4c sidlico); la interaccion
con residuos sidlicos quedé de manifiesto también por la eliminacién de la actividad
hemaglutinante después del tratamiento de los eritracitos con neuraminidasa. De
acuerdo con la especificidad se procedié al aislamiento de la hemaglutinina
empleando columnas de agarosa unida a GIcNA, pero también se utilizaron
columnas conteniendo estroma de eritrocitos de conejo tratados previamente
con glutaraldehido. Por los dos procedimientos empleados se aislé una proteina
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de 70 kDa que fue homogénea de acuerdo con e! analisis electroforético efectuado
en geles de poliacrilamida y tefiidos con plata. De manera comparativa entre ambos
procesos de purificacion, se aprecia mayor eficiencia al emplear la columna con
estroma de eritrocitos de conejo, donde toda la actividad hemaglutinante se retuvo a
diferencia de la columna de GicNAc. Estos resultados indican que efectivamente
existe reconocimiento por el azicar GIcNAc, pero que la interaccién de la proteina
con este azGcar simple no es suficiente para permitir la retencion total de la actividad
presente en el extracto. Es probable que la GlcNAc sea solo una parte integral de
una estructura oligosacarida mas compleja reconocida por la proteina sobre la
superficie del eritrocito involucrando residuos de acido sidlico. La interaccion
estereoquimica proteina-eritrocito es mucho mas eficiente con estructuras complejas
y el empleo de columnas con estroma de estas células ofrece por lo tanto un mayor

rendimiento en la purificacién de la aglutinina.

El analisis quimico practicado a la adhesina purificada, nos indica que es una
proteina de 70 kDa que carece de fraccién oligosacaridica, es rica en residuos de
glicina, serina, acido glutamico, alanina y acido aspartico y pobre en cisteina,
metionina y tirosina. La presencia de cisteina indica la posible existencia de un
puente disulfuro en la molécula de la proteina. Otras proteinas de peso molecular
similar se han identificado en perfiles electroforéticos de preparaciones proteicas de
la membrana externa, después de cultivar la bacteria en condiciones restringidas de
hierro; bajo estas condiciones se identifica una banda protéica de 70 kDa cuyo
analisis indicé es una mezcla de tres diferentes proteinas, una de las cuales contiene
epitopos especificos de serotipo y su expresion, se ha mostrado, no es regulada por
el hierro a diferencia de las otras que son reguladas por este elemento; una de estas
ultimas proteinas es altamente inmunogénica y normalmente se encuentra asociada
con otra proteina de 100 kDa que se une a la transferrina y cuya expresion también
es regulada por hierro; mientras que la otra es ia principal proteina que se tifie en
SDS-PAGE practicados a las preparaciones de membrana externa de la bacteria y al

parecer es menos inmunogénica.5°

59



HEMAGLUTININA DE Pasteurella haemolvtica Al

Hasta esta etapa del trabajo no tenemos mas elementos para identificar si la
proteina aislada corresponde con alguna de las proteinas antes mencionadas; sin
embargo, por el reconocimiento que muestra hacia residuos carbohidratos y por su
expresién en medios enriquecidos de hierro, se considera que no se trata de una de
las proteinas de membrana externa regulada por dicho elemento. Ademas el
método utilizado para su obtencién no involucra el rompimiento celular ni extraccién
con detergentes; es posible que se encuentre localizada y distribuida sobre la
superficie de la bacteria de acuerdo con su afinidad y al suave método de extraccion
utilizado. Sin embargo la obtencion de la secuencia de aminoacidos de la adhesina
y un andlisis de homologia con las otras proteinas nos permitira identificar de

manera concluyente si son proteinas diferentes.

El hecho de que ia proteina posea actividad hemaglutinante sugirié su
participacion en el mecanismo de adhesién de la bacteria; asi, tratamos de
investigar su posible intervencion en dicho evento y estudiar la especificidad de la
interaccién. Los estudios de adherencia se realizaron en células ciliadas de traquea
bovina de becerros recién nacidos y se emplearon aislamientos de la bacteria cuyos
extractos solubles presentaban actividad hemaglutinante para eritrocitos de conejo;
al mismo tiempo fue posible comparar la capacidad adherente de estas bacterias

con una cepa carente de actividad.

Las bacterias capsuladas se adhirieron pobremente a las células de
traquea bovina, en promedio 2.9 bacterias por célula; mientras que la cepa no
capsulada se adhiri6 en mayor numero 6.1 bacterias por célula. La baja
adherencia de Pasteurella haemolytica A1 a estas células no muestra diferencias
con la adherencia que exhiben, empleando este modelo, P. multocida vy
Actinobacillus  pleuropneumoniae, miembros del grupo HAP (Haemophilus,
Actinobacillus y Pasteurefla). Al igual que estos microorganismos, Pasteurelia

haemolytica se une también preferentemente a los cilios de las células.®® ™
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Como el evento inicial en la patogenesis de muchas infecciones es el
establecimiento y colonizacién del microorganismc en el aparato respiratorio
superior, fue importante para nosotros evaluar la adherencia de la bacteria a este
tipo de células. El hecho de haber observado una baja adherencia no le resta
importancia al evento en este nivel, pues, hay que considerar que la evaluacién se
hizo con células aisladas y lavadas exentas de una buena cantidad de moco, lo cual

difiere de la situacion in vivo.

La adherencia en este sitio es crucial ya que si el microorganismo evita la
eliminacion por el sistema mucociliar, bajo alguna circunstancia, su nimero se

incrementa hasta alcanzar una concentracion suficiente para tener acceso a los

puimones.

Investigadores como Glorioso y Jacques,™ " ** han empleado también otros
sistemas 0 modelos para el estudio de la adherencia de bacterias del grupo HAP,
como cultivos celulares, anilios de traquea y cortes de tejido pulmonar; en estos
sistemas las bacterias se adhieren en mucho mayor numero y han permitido
identificar las posibles estructuras bacterianas involucradas en la adherencia y

determinar sus posibles receptores.

En varios de estos estudios se emplearon bacterias capsuladas y sus
variantes no capsuladas; encontrandose que las bacterias desprovistas de cépsula
se adhieren en los diferentes sistemas en mayor nimero que sus progenitoras
capsuladas.”" 7 """ Al igual que estos investigadores nosotros observamos que la

cepa no capsulada se adhirid dos veces mas que las bacterias capsuladas.

l.a mayor capacidad adherente de las bacterias desprovistas de cépsuia, sin
embargo, no las hace mas virulentas; por el contrario, se ha observado que las
cepas capsuladas son mas virulentas debido a que los componentes de la superficie
bacteriana, como la propia capsula, capacitan a la bacteria a resistir la actividad

fagocitica de los macréfagos.'!”
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En los ensayos de inhibicién de la adherencia con azlicares y glicoproteinas
realizados en nuestro sistema, encontramos que al igual que la adhesina bacteriana
purificada, ia interaccién de la bacteria se inhibi6 con GIcNAc y &cido N-acetil-
neuraminico. Para la variante no capsulada se observé inhibicion ademés de los
azUcares antes mencionados con manosa. La mucina inhibié la adherencia para
ambos tipos de células, pero el efecto fue mucho mas fuerte para la cepa Lau, lo
cual también se ha observado para este tipo de bacterias descapsuladas.”" ™

Estas observaciones indican aparentemente la participacién de diferentes
componentes con propiedades adhesivas para ambos tipos de bacterias, que al
parecer en las bacterias capsuladas se encuentra localizado en la superficie
bacteriana; para la variante no capsulada la interaccion podria estar determinada
por algun componente cubierto por la capsula como han sugerido Jacques vy

Bélanger para P. multocida y A. pleuropneumoniae.” '

El hecho de que la adherencia se inhiba con GlcNAc y acido sialico sugiere la
posible participacién de la proteina con actividad hemaglutinante en el mecanismo
de adhesiéon de la bacteria a células epiteliales de traguea bovina. Nuestros
resultados indican que la interaccién especifica con estos carbohidratos podria
estar determinada por el grupo acetilo presente en el carbono 2 de ia GIcNAc y en el
carbono 5 del acido sidlico. El acido sidlico tiene una relevancia especial cuando se
trata de una interaccion con estructuras complejas, de esta forma observamos que
en las glicoproteinas sialiladas como en la fetuina, su eliminacién disminuye Ia
capacidad de dicha glicoproteina para interactuar con la adhesina bacteriana. Esta
glicoproteina tipicamente esta constituida por estructuras de tipo N-lactosaminico
con acido sidlico en posicion terminal,'® aunque también se han reportado
substituciones de &cido sialico en enlaces a2—6 directamente sobre GleNAC* o
que aportaria una doble posibilidad de interaccidén con la adhesina y quiza explique

la mayor afinidad por esta glicoproteina que por cualquiera otra.
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La interaccion con el acido sidlico incluye también la presencia del carboxilo
en el carbono 1, de hecho esto permite que sea el Unico carbohidrato con posiblidad
de ionizarse, ya que se encuenira con carga negativa a pH fisiolégico, este
carbohidrato aporta también una carga neta negativa a los grupos celuiares que lo
contienen, esto sugiere que la interaccién de la adhesina con el receptor podria estar
determinada por la participacion de interacciones idnicas. Mediante la utilizacion de
glicosidos como el heparan suifato y el condroitin sulfato, logramos inducir la
inhibicién de la actividad de la adhesina, no asi con protamina que posee un anion.
Estos resuitados sugieren que la interaccién esta determinada por la presencia de
grupos polares que podrian estabilizar a la adhesina sobre su receptor.

La participacion de azlcares N-acetilados en el mecanismo de adhesidn
también se ha observado para P. multocida tipo A, miembro de la familia
Pasteurellacea, cuya adherencia a células epiteliales de la faringe o a céluias
Hel.a -es inhibible con GIcNAc.® Pseudomonas aeruginosa, una bacteria gram
negativa colonizadora y patdgena del aparato respiratorio del humano y de otros
mamiferos también exhibe afinidad por GIcNAc y acido sialico.”*® Al parecer existe
una predileccién de patogénos respiratorios por residuos N-acetilados, pues ademas
de las bacterias antes mencionadas Mycoplasma pneumoniae Yy Bordetella

bronchiseptica muestran afinidad por estos azdcares, & '

Los efectos que la proteina con actividad hemaglutinante pueda causar en
este tipo de células, sin embargo, deberan ser investigados; asi como el receptor o
receptores sobre las células blanco. Existe evidencia de que ademas de reconocer
o interactuar con un receptor las adhesinas desencadenan efectos bioldgicos a
través de la liberacion de moléculas secundarias, determinando el desarrolio de la

interaccion bacteria- célula, ademas de afectar los sistemas de defensa del

hospedero.®* 7"
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Aunque nuestras observaciones sugieren la participacion de la proteina
de 70 kDa especifica para residuos de acido sidlico y N-acetil-glucosamina en la
adherencia de P. haemolyica A1, es posible que otras estructuras de la bacteria
estén involucradas en el mecanismo; una de estas estructuras podria ser el LPS de

la bacteria con potencial patogénico inherente y cuya participacion en la adherencia

ha sido insinuada.??

También se han propuesto como posibles adhesinas de la bacteria la
capsula, el glicocalix y las fimbrias; sin embargo, su papel en este mecanismo no ha
sido confirmado. A pesar de que Morck y cols.*® observaron estructuras fimbriales
adheridas al epitelio de la traquea por microscopia electronica, varios investigadores
han tenido dificultades para observar su presencia en aislamientos recientes de la
bacteria. En ausencia de estructuras fimbriales bien definidas, se sugirid gue otros
componentes de superficie deben fungir como adhesinas, promoviendo Ila

persistencia de la bacteria en el aparato respiratorio.

A este respecto Gonzalez-Rayos °" ® % reportd, a partir de un banco

~ genémico del serotipo A1, un plasmido que codifica para una proteina especifica de

100 kDa. La proteina parece estar localizada en la membrana externa de ia
bacteria y se cree puede participar en el mecanismo de adhesion, debido a que

presenta un alto grado de hidrofobia.

No se sabe claramente qué factores favorecen una proliferacion selectiva
de P. haemolytica A1 durante los periodos de estrés o durante las infecciones
virales respiratorias, pero se ha mencionado que la reduccién en la eliminacion por
el sistema mucociliar, factores inmunes alterados o la alteracién de receptores de Ia

superficie epitelial contribuyen a fa colonizacion especifica de la bacteria.®® '

En apoyo a lo anterior, en bovinos se observé que en las infecciones por el
virus de la rinotraqueitis bovina (IBR), se incrementa la actividad de elastasa en el

moco nasal, enzima responsable de la pérdida de fibronectina en la superficie celular
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y que este evento promueve la adherencia de un gran nimero de bacterias de P.
haemolytica en tejido pulmonar; la relacién causal entre actividad de elastasa y
colonizacién sugiere por lo tanto la exposicién de receptores afines a la o las

adhesinas de P.haemolytica.?®

Hasta el momento es dificil ain definir si la proteina purificada e identificada
como adhesina corresponde con alguna de ias proteinas con peso molecular
semejante, reportadas para la bacteria pero la secuenciacion de la proteina o al
menos de su grupo amino terminal, nos permitira definir este aspecto. También
proponemos la inclusion de la proteina en el desatrollo de inmundgenos para la
prevencion de la pasteurelosis neuménica, que entre otros componentes deben
incluir 1a leucotoxina, proteinas reguladas por hierro y las enzimas responsables de
la invasividad de la bacteria; ya que de esta forma podria evitarse la colonizacion
profusa e inducir la neutralizacion de las exoproteinas con actividad

inmunomoduladora, como la leucotoxina.
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IX CONCLUSIONES

e Extractos solubles de los diferentes serotipos de Pasteureila haemolytica
presentan actividad hemagiutinante para eritrocitos de conejo inhibible con

GlcNAc, independientemente del biotipo.

s Existen diferencias en los perfiles electroforéticos entre extractos de los serotipos
del biotipo A y extractos del biotipo T, y similitudes entre serotipos

correspondientes al mismo biotipo.

e Elempleo de columnas de agarosa unidas a GIcNAc o columnas con estroma
de eritrocito de conejo, permitic el aislamiento a homogeneidad de una
proteina de 70 kDa con actividad hemaglutinante, a partir de un extracto de

P. haemolytica A1.

» Hubo una mayor eficiencia en la recuperacién de la proteina empleando

columnas con estroma de eritrocitos de conejo.

¢ Se sugiere la participaciéon de la proteina en el mecanismo de adhesion de ia
bacteria a células ciliadas de traquea bovina, de acuerdo con la especificidad

mostrada hacia residuos de GIcNAc y acido sidlico.
e Es conveniente evaluar la participacion de esta hemaglutinina en otros modelos o

sistemas, principalmente con poblaciones de leucocitos y determinar si la

interaccion facilita el efecto citolitico de la bacteria.
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