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ABSTRACT. Pasteurella haemolytica is one of the bacteria most commonly isolated from pneumonic cases
in ruminants. Some of the mechanisms and factors involved in the pathogenesis of the disease are partially
documented; and the early stages of bacterial colonization have not been totally clarified. Therefore a
review is presented in this paper, particularly related with the mechanisms of bacterial pathogenicity
responsible of pulmonary damage to ruminants, as well as a detailed analysis of the adherence process.
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RESUMEN. Pasteureila haemolytica es una de las bacterias que se aisla con alta frecuencia de los
procesos neumonicos de los rumiantes. Los mecanismos y factores involucrados en la patogénesis de la
enfermedad estin documentados parcialmente; pero las fases tempranas de la colonizacién bacteriana no
han side completamente aclaradas. El presente trabajo presenta una revisién acerca del conocimiento
actual de los mecanismos de patogenicidad de esta bacteria y la patogénesis que le permite cansar lesiones
pulmonares severas a los rumiantes, y se presenta un andlisis del proceso de adherencia descrito para

Pasteurella haemolytica,
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MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

La neumonia producida por Pasteurella haemolytica se
caracteriza por ser una pleurobronconeumonia aguda o so-
breaguda que puede manifestarse como septicemia en ani-
males jovenies. Los periodos de incubacidn fluctian desde
tos 2 hasta los 14 dias después de la aparicién del factor
predisponente; la morbilidad es del 5 al 40%, mientras que
la mortalidad varia del 5 al 20%.%

Las lesiones que se observan a nivel pulmonar son
areas de consolidacidén con necrosis central y hemorragia
en la periferia de estas 4dreas; asi como una pleuritis fibri-
nosa. Los estudios histopatoldgicos muestran areas multi-
focales de bronconeumonia fibrino-hemorrdgica aguda con
necrs?sis coagulativa, pleuritis fibrinosa, y congestion capi-
lar.'

Los productos bacterianos de P. haemolytica se consi-
deran importantes para la induccién del dafio al tejido pul-
monar, denfro de éstos la cépsula, el lipopolisacérido
(LPS) y la leucotoxina son los mejor estudiados. Otros fac-
tores de virulencia cuyo papel en la patogénesis no estd
bien documentado incluyen: proteinas de membrana exter-
na, proteinas reguladas por hierro, glicocalix, fimbrias y

enzimas como la neuraminidasa y sialoglicoproteasa neu-
tra_.‘i.ﬁ()ﬁlﬂ

Las bacterias del género Pasteureiia son comensales de
las mucosas del aparato respiratorio alto de los rumiantes,
donde pueden permanecer sin causar dafio. Esta coloniza-
cién inofensiva resulta de un equilibrio entre el crecimien-
to bacteriano y la respuesta del hospedero que evita una
colo?sizacién profunda por mecanismos inmunes a nivel lo-
cal.

Las células con actividad fagocitica representan la pri-
mera linea de defensa celular contra P. haemolytica, pero
como resultado de un comensalismo evolutivo, la bacteria
ha desarroliado estrategias que le permiten evitar los efec-
tos antibacterianos de estas células; uno de dichos meca-
nismos es la liberacién de una exotoxina o leucotoxina que
altera y destruye los diferentes tipos de leucocitos de ru-
miantes, como macréfagos alveolares, monocitos, neutréfi-
los, linfocitos, células cebadas y plaquetas.2***™ Los genes
de la levcotoxina poseen alta homologia con las hemolisi-
nas de Escherichia coli y Actinobacillus pleuropneumoni-
ae. Estas toxinas contienen una serie de nonapéptidos ricos
en dcido aspartico y glicina, locaiizados 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).3"8%

La toxina es una citolisina productora de poros, com-
puesta por dos ¢ mas subunidades proteicas, que daflan a la
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célula insertandose en la membrana y formando poros
transmembranales, 1o que provoca la salida de potasio ¢ in-
corporacién de calcio extracelular, con el subsecuente hin-
chamiento y lisis celular.?’

La especificidad de la leucotoxina por leucocitos de ru-
miantes sugiere el reconocimiento de un receptor comun,
al parecer de naturaleza proteica, presente en la superficie
de la membrana de estas células a diferencia de otras citoli-
sinas RTX cuyos receptores son glicolipidos y muestran un
amplio espectro de especificidades celulares. La lisis y de-
granulacion de los neutréfilos por la leucotoxina se consi-
dera como la causa primaria del proceso inflamatorio agu-
do caracteristico de las pasteurelosis neumdnica, debido a
fa liberacién de mediadores inflamatorios como leucotrie-
nos, histamina y acido 5-hidroxieicosatetraenoico. 3337

Estudios realizados in vitre ponen de manifiesto que la
leucotoxina ademas de su efecto citotdxico sobre neutrdfi-
los de bovino, también estimula el estallido respiratorio y
la desgranulacién de los lisosomas, estos eventos son evi-
dentes por 1a generacidn de radicales libres, como: el anidn
superoxido (Oy) v el peréxido de hidrégeno (H,O,). La li-
beracidn de radicales de oxigeno, es un evento inmediato,
mientras que la citolisis y liberacidn de proteasas por la
desgranulacidn ocurre posteriormente; estos cambios am-
plifican la respuesta inflamatoria, que dan como resuitado
lesiones més severas.51"

La leucotoxina inhibe la expresién de moléculas clase
11 del complejo principal de histocompatibilidad en mono-
citos y macréfagos, reduciendo su capacidad para presentar
antigenos al linfocito T cooperador; ademds, concentracio-
nes subliticas de leucotoxina inhiben la transformacién
blastoide de linfocitos.*” Los efectos que la leucotoxina in-
duce por la activacién y destruccién de células inmuno-
competentes guardan mds relacién con la sobrevivencia de
la bacteria en el sitio de infeccion, que con ¢l dafio al endo-
telio vascular donde su efecto no es directo, sino que es
consecuencia de esta activacion,*®

Los diferentes serotipos de P. haemolytica producen
leucotoxinas de tamafio similar a la del serotipo Al, y son
reconocidas al utitizar antisueros policlonales contra la leu-
cotoxina de dicho serotipo en andlisis de inmunotransfe-
rencia, indicando con ello que estan inmunolégicamente
relactonadas; pero, por andlisis de “Southern blot” y af de-
terminar secuencia nucleotidica se demostré que no son
idénticas.”!

El LPS de P, haemolytica Al comprende del 10 al 25%
del peso seco de la bacteria, presenta lipido A, una region
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central compuesta de Hex-Hep-ac2-ceto-3-
desoxioctulosénico y un polisacarido sématico ¢ unidades
trisacaridas repetitivas de dos residuos de D-galactosa y un
residuo de N-acetil-D-galactosamina.” El LPS se encuen-
tra generalmente asociado a la célula bacteriana pero en las
infecciones, ha podido detectarse en forma libre en las le-
siones pulmonares.'* Se considera uno de los componentes
de Ia bacteria con alta capacidad para inducir una respuesta
inflamatoria; las lesiones que induce, constan de grandes
4reas de hiperemia y edema que abarcan el drea de la le-
sién y parte de los 16bulos adyacentes, también pueden ob-
servarse dreas de hemorragia y adherencias fibrinosas.'”

Microscépicamente se observan neutréftlos, exudacion
de fibrina, edema en los espacios alveolares y agregacion
de plaquetas y neutrdfilos en los capilares; estos eventos
son consecuencia del dafio al endotelio vascular son indu-
cidos por el macrédfago activade y por la liberacién de me-
diadores proinflamatorios, como el factor de necrosis tu-
moral a (TNFa), interleucina-1 (IL-1), leucotrienos y 4ci-
do araquidénico.!*'*47077%0 | a5 citocinas mencionadas
aumentan la expresion de moiéculas de adhesidon en neu-
trofilos ¥ células endoteliales, favoreciendo el reciutamien-
to de los neutrdfilos; en ocasiones la presencia excesiva de
estas células dafia ef endotelic vascular por la liberacién de
enzimas lisosomales y metabolitos del oxigeno, durante los
procesos de adhesién y activacién.'>1%#%7 Se sugiere, en-
tonces que estas células juegan un papel central en la con-
duccién de la cascada inflamatoria inducida por este com-
ponente bacteriano.

Los eventos fisiopatoldgicos mencionados pueden lle-
var en muchas ocasiones al choque tetal, que se caracteriza
por fallas funcionales de drganos vitales como los rifiones
y tracto gastrointestinal, ademas del pulmon, debidas a una
sobreproduccién de mediadores endogénos derivados del
sistema inmune, de los cuales el factor de necrosis turmo-
ral (TNFo) ¢s el mas importante."

Lacroix et al.* realizaron la caracterizacién de los
LPSs de los 16 diferentes serotipos de la bacteria; el anali-
sis mostrd que los serotipos 2 y 8, carecen de la cadena O-
polisacaridica, indicando con ello que el LPS de estos sero-
tipos es de tipo rugoso, mientras que los otros 14 serotipos
presentan un patrén caracteristico del LPS tipo liso. Por es-
pectroscopia de resonancia magnética nuclear se reveld
que el polisacarido de la cadena-O, de los serotipos 1,6y 9
es idéntico. y por andlisis de inmunotransferencia, se en-
contré que muchos de los serotipos del biotipo A, portan
epitopos comunes en su cadena-O; ademds; se demostré

Tabla 1. Estructuras de las cadenas O-Polisacaridos de Pasteurella haemolytica.

Serotipos Unidad Repetitiva Referencia
1,6,9 ~34)- B-D-Gal,-(1-3)-p-D-Gal,-(1->3)- B-D-Gal,-Nac-(1 > 54,76
3,15 —3)-p-D-Gal,Nac(1->4)-a-L-Ram,-1(— 55
4,10 —3)-a-D-Gal,(1-53)-3-D-Galr-1— 7175
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Tabla 2. Composicién de monosacaridos de lipopolisaciridos de Pasteurella haemolytica

Relacién molar*
Serotipo del biotipo A Serotipo del bioipo T
Azlcares i 2 6 7 8 g 11 2 16 3 4 10 15
Ramnosa T8 05 04 20
Glucosa 1.0 1.0 1.0 10 1.0 1.0 1.0 10 L0 1.0 10 10 1.0
Galactosa 07 05 1.2 06 02 1.0 08 08 0.7 0.1 179 55 0.1
Glucosamina 07 06 07 06 06 1.0 02 08 08 23 08 09 3.5
D-Glicero-D-Mano-Heptosa 13 06 14 07 06 08 01 {12 1.0 1.2 05 06 0.7
L-Glicero-D-Mano-Heptosa 1.5 0.8 14 1.1 07 06 01 14 13 1.5 09 1.6 1.2

FRazdn molar en Ta relacion con Ja glucosa (consigerada como 1.0)

Lacroix, R. P. y col. (54)

Tabla 3. Composicidén de monosacaridos de la regién core de los LPSs de Pasteurelia haemolvtica

Relacién molar*

Serotipo del biotipo A

Serotipo del biotipo T

Azlicares | 6 8
nosa

Glucosa 2.0 2.0 2.0

Galactosa 0.8 0.9

D-Glicero-D-Mano-Heptosa [ 2.0 2.0 2.1

L-Glicero-D-Mano-Heptosa | 2.2 2.3 2.3

9 12 4 10 15
1. . 1.5

2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
0.2 1.0 12.0 20 0.9
2.0 20 1.1 0.9 1.6
2.6 1.9 2.3 2.2 2.3

¥ Razon molar en relacion con 1a glucosa (ConsiEferad como m

Lacroix, R. P. y Col. Infect. Immun. 61 (1) 1993

que los polisacdridos de las cadenas O de los serotipos 3 y
15 del biotipo T, asi como aquellos de los serotipos 4 y 10
son idénticos (Tabla ). En cuanto a la composicién de los
monosaciridos de la region central, es muy similar en los
serotipos 1, 6, 8, 9 y 12 de biotipo A, los oligosaciridos
contienen cantidades molares iguales de D-glucosa, D-
glicero-D-mano-heptosa y L-glicero-D-mano-heptosa; la
composicion de los monosacéridos de esta regién en los se-
rotipos del biotipo T difiere del biotipo A, ya que éstos
contienen L.ramnosa, D-glucosa, D-galactosa, D- y L-
glicerg-D-mano-heptosa (Tabtlas 2 y 3).

El LPS y la capsula de Pasteurella desempeifian un pa-
pel critico como interfases principales, entre el microorga-
nismo y la célula huésped, razdn por la cual muchas inves-
tigaciones tienen el propdsito de estudiar las interacciones
que se establecen entre la bacteria y su ambiente a un nivel
estructural y funcional. Brogden ef al.,'® observaron que el
polisacarido capsular del serotipo Al, interactia con el sur-
factante alveolar in vitro causando una reaccién de precipi-
tacidn en la que intervienen azitcares N-acetilados; cuando
trataron de identificar la especificidad de ésta 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 M-
acetil-manosamina uno de los constituyentes del poiisaca-
rido capsular. La inieraccion de este componente bacteria-
no con el surfactante in vive no produce cambios fisiopato-
légicos importantes que conduzcan a dafio del tejido pul-
monar, pero se cree pudiera ser una interaccion tipo recep-
tor-adhesina inveolucrada en la adhesion de la bacterias al
epitelio alveolar.

La cépsula protege a la bacteria de 1a fagocitosis y de la
actividad bacteticida mediada por et complemento; una po-
sible explicacidén a este ultimo fenémeno 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 C9, y la superficie bacteriana, previniendo el
efecto litico, alin en presencia de anticuerpos. Sin embargo,
la presencia de anticuerpos especificos al material capsular
facilitan la fagocitosis de la bacteria y pueden ser de parti-
cular importancia en la resistencia a la pasteurelosis.?****

La diversidad estructural y consecuentemente de las ca-
racteristicas antigénicas de los polisacdridos capsulares
{Tabla 4), pueden estar relacionadas con la especificidad al
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hospedero; asi como, con las diferencias en el potencial pa-
togénico que hay entre cepas y asi mismo con la inmuni-
dad conferida por las vacunas.*567°

En la actualidad a pesar de conocer algunos de los prin-
cipales mecanismos de virulencia de la bacteria; se desco-
nocen las estructuras que le permiten colonizar el aparato
respiratorio y ejercer sus efectos patogénicos. Morck er
al.,® sugieren que la colonizacién de los alveolos pulmo-
nares por P. haemolytica es una etapa inicial importante en
la patogénesis de la pasteurelosis en la que ademas puede
estar involucrado el glicocélix el material capsular, y/o las
fimbrias. Estas estructuras se identificaron en P, haemolyti-
ca serotipo Al por estudios de microscopia electrénica tan-
to en condiciones in vitro como en el fluido broncoalveolar
de animales infectados experimentalmente en los cuales se
observaron estructuras fimbriales adheridas al epitelio de la
traquea.®® Estas observaciones apoyan la sugerencia de
Morck sobre la posible participacién de las fimbrias en la
colonizacién del aparato respiratorio alto; curiosamente el
glicocélix bacteriano o material de superficie de esta bacte-
ria es mayor en la fase de crecimiento logaritmico, al igual
que la produccién de leucotoxina, sugiriéndose que esta es-
tructura podria participar en la adherencia de la bacteria a
los leucocitos y favorecer su efecto citolitico,%¢™

Potter et al.,” lograron la purificacién de subunidades
fimbriales de 35 kDa, carentes de actividad hemaglutinan-
te; sin embargo, varios laboratorios han tenido dificultades
para demostrar la presencia de estas estructuras en aisla-
mientos de la bacteria.

Se ha identificado y caracterizado una neuraminidasa,
ésta enzima se considera un factor de virulencia importante
para muchas bacterias como: Streptococcus agalactiae, S.
preumoniae, Corynebacterium diphtherige v Vibrio chole-
rae, el papel sugerido para la enzima es la remocidn de 4ci-
do siatico de las glicoproteinas de la superficie celular o
del moco, facilitando la adherencia de dichos microorga-
nismos,* %982 '

En un estudio hecho sobre la produccién de esta enzi-
ma en los diferentes serotipos de P. haemolytica se mostré
que sélo el serotipo 11 no la produce; los pesos molecula-
res de las neuraminidasas producidas varian entre serotipos
y comprenden moléculas de {50 a 200 kDa, que presentan
especificidad hacia substratos similares con enlaces cetosi-
dicos como: N-acetilneuraminil-lactosa, fetuina, 4cido co-
lominico y son menos activas hacia la mucina submaxilar
bovina.*

Ademas de la neuraminidasa, la bacteria secreta una
glicoproteasa especifica para O-sialoglicoproteinas; la en-
zima es una metaioproteasa neutra de 35 kDa con un sitio
de unidn al zinc y un punto isoeléctrico de 5.2, que presen-
ta actividad hacia residuos O-sialoglicopéptidos.?>® Un
examen sobre la distribucidn de esta enzima entre los dife-
rentes serotipos reveld que todos los serotipos del biotipo
A contienen ¢l gen gep que la codifica, a excepeidn del se-
rotipo 11, que mostré una organizacion genética diferente
y 1o presentd actividad proteolitica. El biotipo T carece del
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gen gcp y no presenta actividad proteolitica; esto iltimo
puede tener relevancia en la patogenicidad diferencial entre
ambos biotipos.!*3

Aparentemente existe relacién entre su capacidad de
inducir neumonia y la cantidad de produccion de las enzi-
mas neuraminidasa y sialoglicoproteasa, debido a que se ha
encontrado que aislamientos recientes del serotipo Al pro-
ducen niveles altos de neuraminidasa. Este hecho indica la
activa participacién de estas enzimas en el proceso invasi-
vo de P. haemolytica A1>*™ Ademis en los procesos
neumonicos se ha aislado con mayor frecuencia el serotipo
Al

MECANISMOS DE ADHERENCIA BACTERIANA

La adherencia o unién de las bacterias a las superficies
epiteliales representa la etapa critica e inicial para la colo-
nizacién e infeccidn; esta capacidad estd relacionada con el
reconocimiento de estructuras relevantes sobre las superfi-
cies de las células, tanto bacteriana como hospedera ¢ in-
volucra interacciones fisicoquirnicas especificas como no
especificas.

De manera general se conoce que las bacterias se ad-
hieren a la superficie epitelial via receptores especificos y
que los factores bacterianos involucrados en las interaccio-
nes bacteria-célula son diversos, indicando que estos mi-
croorganismos pueden expresar formas alternativas de ad-
hesién celular.*

Las estructuras bacterianas hasta shora conocidas res-
ponsables de la adherencia incluyen fimbrias, adhesinas no
fimbriales, adhesinas proteiniceas parecidas a la cdpsula,
el glicocalix, el LPS, proteinas de membrana externa y la
misma cdpsula que tiene aparentemente capacidad para
desempefiar esta funcién; en general se asume que cual-
quier antigeno de la superficie bacteriana que tenga una
conformacién estereoquimica, perfil hidrofébico vy carga
neta electrostatica complementaria con las estructuras de
membrana de su célula blanco pueden funcionar como ad-
hesinas.*! La presencia de receptores celulares para adhesi-
nas bacterianas se encuentra determinada genéticamente,
su expresion se relaciona con la edad del hospedero y varia
en los diferentes niveles de los tractos mucosales; expli-
cando las diferencias en el grado de colonizacién y la sus-
ceptibilidad o resistencia a [a infeccién.”

Se ha observado que una bacteria con numerosas ad-
hesinas que se unen a diferentes sitios receptores muestra
mayor avidez hacia su célula bianco que una bacteria con
menos adhesinas que se une a un solo sitio receptor,

Los receptores mejor conocidos son las cadenas oligo-
sacaridicas de glicoproteinas y glicolipidos de la superficie
celular, los mdas importantes son las glicoproteinas, que
ademés de localizarse en la superficie de la membrana, se
secretan dentro del moco que cubre el epitelio mucosal de
los tractos digestivo y respiratorio.

La secrecién de mucina previene la adherencia a célu-
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Tabla 4. Estructura de los polisacaridos capsulares de Pasteurella haemolytica

Serotipos Unidad Repetitiva Referencia
1 —23)-0-(2-acetamido-2-deoxi-4-O-acetil-B-D-acido manopiranosil- urénico)-(1 —»4)-0-(2- 5
acetamido-2-deoxi-B-D-manopiranosa)-(1—
2 (poli-2-8-N-acetilnevraminicao) 9
4 —(2-glicerol- 1} (fosfato)—»(6-a-D-galactopiranosa- | }— 4
7 —3)-p-2-acetamido-2-deoxigaloctopiranosa-( 1 -»3)-a-2-acetamido-2-deoxi-6-O-acetil - 7
glucopiranosa-(-fosfato—
15 —{(2-glicerol-3)—(fosfato)—{4-o-D-galactopiranosa-1)—» 6

tas epiteliales det hospedero, bloqueando los sitios de
unién bacterianos y facilita su eliminacién por el movi-
miento ciliar; sin embargo, si el sistema mucociliar se da-
fia, el moco puede formar una matriz donde quedan atrapa-
dos los microorganismos debido a su consistencia pegajosa
o 4 interacciones especificas entre receptores de la mucina
y las adhesinas de la bacteria,

La adhesina o estructura que interactia con el receptor
generaimente se encuentra localizada en la superficie de ta
célula bacteriana. Las tipicas adhesinas bacterianas son las
fimbrias o pili que han sido ampliamente estudiadas por su
capacidad para unirse a eritrocitos de manera especifica, la
unién o interaccion entre la adhesina y los eritrocitos es ca-
si idéntica a la que se establece entre esta estructura y su
célula blanco.

En los miembros de la familia Pasteurellaceae, dentro
de la cual se encuentran importantes patogenos para el
hombre y los animales incluidos los géneros Haemophilus,
Pasteurella y Actinobacillus se han identificado miltiples
mecanismos moleculares de adherencia celular. Las ad-
hesinas identificadas para algunos miembros de esta fami-
lia incluyen diferentes proteinas (fimbrias, fibrillas y pro-
teinas de membrana externa) asi como polisacaridos
(LPSs, lipooligosacaridos vy polisacaridos capsulares). De
manera resumida, se ha observado que el LPS permite la
adherencia de 4. pleuropneumoniae tanto a células epite-
liales de traquea de cerdo como a tejido pulmonar.'** La
adherencia de Haemophilus influenzae, otro miembro de la
familia, puede establecerse de manera dependiente de fim-
brias o independientemente, involucrando protefnas de alto
peso molecular. Las fimbrias se unen al gangliosido GM2
el cual forma parte del antigeno del grupo sanguineo
AnWj. Estas estructuras estdn constituidas por polimeros
de una proteina de 23 kDa, y la sintesis de la proteina estd
suj:ﬁa a variacién de fase durante el crecimiento bacteria-
no.

En el caso de Pasteurella multocida se han realizado
estudios de adherencia principalmente con cepas aisladas
de conejos y de cerdos. Glorioso y col.,*? utilizando células
faringeas de conejo y células Hela, observaron que existe
una adherencia diez veces mayor para P. muftocida grupo

A que para el grupo D y que la adherencia se inhibia con
N-acetil-glucosamina. En cerdos se encontrd que la presen-
cia de fimbrias en . multocida no es relevante para la co-
lonizacion de las superficies mucosas y es independiente
del serotipo capsular; sin embargo, las cepas toxigénicas
tanto A como D tienen mayor capacidad de adherencia 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 ad-
hesinas para la bacteria, como lo indican estudios de ad-
herencia de cepas capsuladas y no capsuladas a anillos tra-
queales y ensayos de adherencia al moco in vitro.?*%’

Para P. haemolytica, sin embargo, no se conocen con
precision que estructuras le permiten adherirse al epitelio
mucosal; aunque, han sido insinuados el LPS, las fimbrias
y el glicocalix. Se conoce que el componente del polisaca-
rido capsular facilita que P. haemolytica pueda unirse es-
pecificamente a los fagocitos e impedir el desarrolio de sus
funciones; la eliminacién del material capsular por calenta-
miento a 41°C, permite que sean susceptibles al ataque de
los mecanismos inmunes del hospedero, confirmindose la
participacién de componentes de superficie en la disfun-
cién de estos eventos.>>

El material solubilizado después del calentamiento de
suspensiones bacterianas en solucién salina fisiologica
(8SF) a 41°C, mejor conocido como extracto salino mues-
tra una alta complejidad, de acuerdo con estudios de carac-
terizacion realizados en extractos salinos de P. haemoiyti-
ca, los cuales se han practicado directamente después de ta
extraccién y también después de tratar de separar las pro-
tefnas asociadas por diferentes métodos,**% Por cualquiera
de los métodes empleados, se ha mostrado que el exiracto
salino contiene una alta concentracion de carbohidratos;
los cuales, se ha sugerido, pueden estar formando comple-
Jjos moleculares con protetnas o bien varias de estas protel-
nas son de naturaleza glicoprotéica.’**%%? E| extracto salino
del serotipo Al presenta varias proteinas reconocidas por
¢l sistema inmune de los rumiantes lo cual sugiere su parti-
cipacion en la resistencia contra la enfermedad.®!'5?

La relevancia de este material en la patogenia, asi como
su participacién en la resistencia, ha propiciado la bisque-
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da ¢ identificacion de algunos de los componentes respon-
sables del mecanismo de adherencia. Se investigd reciente-
mente si los extractos salinos precipitados presentaban ac-
tividad hemaglutinante, basados en la propiedad que pre-
sentan algunas adhesinas bacterianas para aglutinar eritro-
citos y de que muchas de las estructuras que intervienen en
este mecanismo se localizan en la superficie bacteriana;
ademds, la union 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
unién.” '

Los extractos salinos descritos en los diferentes seroti-
pos presentan actividad hemaglutinante hacia eritrocitos de
conejo y que dicha actividad es més alta en extractos de los
serotipos del biotipo T que en los extractos del biotipo A.
Se observo que la actividad de este ultimo biotipo es més
alta en los serotipos Al, A6, A9 y All siendo similar entre
ellos. Los eritrocitos sélo son aglutinados recién de haber-
los obtenido ¥ cuando se ensayan sin ninguna modificacion
enzimatica, pues su maduracién o almacenamiento a 4°C
por un periodo mayor elimina su reconocimiento por los
extractos;*? este efecto se atribuye a la pérdida de ciertas
fracciones de carbohidratos, que son moléculas de superfi-
cie que estan unidas débilmente al eritrocito, y se liberan
durante el tiempo de almacenamiento o por el envejeci-
miento de las células.’” El tratamiento de los eritrocitos
con enzimas proteoliticas y neuraminidasa también afecta
su reconocimiento por la hemaglutinina presente en los ex-
tractos. Este tratamiento, elimina o modifica el receptor so-
bre la superficie del eritrocito, perdiéndose cualquier capa-
cidad de interaccién entre ellos v el componente ¢ compo-
nentes bacterianos responsables, debido posiblemente a la
eliminacién de componentes glicoproteicos de la membra-
na del eritrocito; ademas, se puso de manifiesto la posible
participacion de residuos de 4cido sidlico en esta interac-
¢ion, como lo indica la falta de reconocimiento después del
tratamiento con neuraminidasa.”

Los extractos salinos crudos presentan una gran canti-
dad de polisacéridos capsulares y con la idea de discernir si
estos se encontraban involucrados en la actividad se proce-
dié a precipitar de manera diferencial las proteinas solu-
bles, eliminando gran cantidad de polisacdridos. Se obser-
vé que la actividad permanecia en la misma proporcion
después de la precipitacién, indicando que los polisacari-
dos capsulares no participan en la uni6n al eritrocito; ade-
mas, la variedad en composicitén estructural de este com-
ponente dentro de los diferentes serotipos, elimina la posi-
bilidad de que sean los responsables de la actividad.”?

La especificidad de la hemaglutinina presente en el ex-
tracto del serotipo Al, se realizd mediante ensayos de in-
hibicién competitiva con azicares simples y glicoprotei-
nas. Al identificar la especificidad, se propuso la utiliza-
cién del carbohidrato especifico en un sistema cromatogra-
fico de afinidad, con el fin de intentar el aislamiento de la
molécula responsable de la interaccién con la membrana
celutar. Este proceso se realizd tnicamente con £. haemo-
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lytica serotipo Al, porque es el serotipo que se aisla con
maés frecuencia de fas neumontas del bovino y el que mues-
tra mayor virulencia.*

La actividad hemaglutinante de la proteina purificada,
y de los aziicares simples estudiados asi como del extracto
total, se inhibié solamente con azicares N-acetilados como
la GIcNAc y el &cido N-acetil-neurdminico (acido sialico);
la interaccidn con residuos sidlicos quedé de manifiesto
también por la falta de reconocimiento después del trata-
miento de los eritrocitos con neuraminidasa. El aislamiento
de la hemaglutinina se hizo empleando de acuerdo a la es-
pecificidad columnas de agarosa unida a GlcNA, y colum-
nas conteniendo estromas de eritrocitos de conejo tratados
previamente con glutaraldehido. Por los dos procedimien-
tos empleados se aislé una proteina de 70 kDa que fue
homogénea de acuerdo con el andlisis electroforético en
geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata. Se
aprecié mayor eficiencia al emplear la columna con estro-
mas de eritrocitos de conejo, donde se retuvo toda la activi-
dad hemaglutinante a diferencia de la columna de GlcNAc.
Estos resultados indican que efectivamente existe recono-
cimiento por el azicar GicNAc, pero que la interaccitn de
la protetna con este azicar simple no es suficiente para
permitir la retencion total de la actividad presente en el ex-
tracto. Es probable que este azicar sea sélo una parte inte-
gral de una estructura oligosacarida més compleja recono-
cida por la proteina sobre la superficie del eritrocito invo-
lucrando residuos de dcido sidlico. La interaccién estereo-
quimica proteina-eritrocito es mucho mas eficiente con es-
tructuras complejas y el empleo de columnas con estroma
de estas células ofrecié por lo tanto un mayor rendimiento
en la purificacién de la aglutinina.™

El anélisis quimico practicado a la adhesina purificada,
indicé que es una proteina de 70 kDa que carece de frac-
cion oligosacaridica, rica en residuos de glicina, serina,
acido glutdémico, alanina y 4cido aspartico y pobre en cis-
teina, metionina y tirosina.*

Se han identificado otras proteinas de peso molecular
similar en perfiles electroforéticos de preparaciones protei-
cas de la membrana externa, después de cultivar la bacteria
en condiciones restringidas de hierro; bajo estas condicio-
nes se identificé una banda proteica de 70 kDa cuyo anali-
sis indico es una mezcla de tres diferentes proteinas, una de
las cuales contiene epitopos especificos de serotipo y su
expresién, 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 tam-
bién es regulada por hierro; mientras que la otra es la prin-
cipal proteina que se tifie en SDS-PAGE practicados a pre-
paraciones de membrana extemna de la bacteria y al parecer
es menos inmunogénica.’®

Hasta esta etapa se ignora si la proteina aislada corres-
ponde con alguna de las proteinas antes mencionadas; sin
embargo, por el reconocimiento que muestra hacia resi-
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duos carbohidratos y por su expresién en medios enrigue-
cidos de hierro, se considera que no se trata de una de las
proteinas de membrana externa regulada por dicho elemen-
to. Ademas el método utilizado para su obtencién no invo-
lucra el rompimiento celular ni la extraccién con detergen-
tes; es posible que se encuentre localizada y distribuida so-
bre 1a superficie de la bacteria de acuerdo con su afinidad v
al suave método de extraccién utilizado. Sin embargo [a
obtencion de la secuencia de aminoécidos de la hemagluti-
nina y un analisis de homologia con las otras proteinas per-
mitird identificar de manera concluyente si son proteinas
diferentes,*?

El hecho de que la proteina posea actividad hemagluti-
nante sugiri6 su participacién en el mecanismo de adhesién
de la bacteria; asi, que se traté de investigar su interven-
cion en dicho evento y estudiar la especificidad de la inter-
accion. Se realizaron estudios de adherencia en células ci-
liadas de traquea bovina de becerros recién nacidos y se
emplearon aislamientos de la bacteria cuyos extractos solu-
bles presentaban actividad hemaglutinante para eritrocitos
de conejo; al mismo tiempo fue posible comparar la capa-
cidad adherente de estas bacterias con una cepa carente de
actividad. Las bacterias capsuladas se adhirieron pobre-
mente a las células de triquea bovina, en promedio 2.9
bacterias por célula; mientras que la cepa no capsulada se
adhirio en mayor nimero con 6.1 bacterias por célula.’’ La
baja adherencia de P. haemolytica Al a estas células no
mostrd diferencias con la adherencia que exhiben, em-
pleando este modelo, P. multocida y A. plewropneumoniae,
miembros del grupo HAP (Haemophilus, Actinobacilius y
Pasteurella). P. haemolytica se une también preferente-
mente a los cilios de las células.***! E] hecho de observar
una baja adherencia en estos estudios no le resta importan-
cia al evento en este nivel; pues, hay que considerar que las
evaluaciones se hacen con células aisladas y lavadas exen-
tas de una buena cantidad de moco, lo cual difiere de la si-
tuacion in vive

También se han empleado también otros sistemas o
modelos para el estudio de la adherencia de bacterias del
grupe HAP, como cultivos celulares, anillos de traquea y
cortes de tejido pulmonar; en estos sistemas las bacterias se
adhieren en mucho mayor nimero y han permitido identifi-
car las posibles estructuras bacterianas involucradas en la
adherencia y determinar sus posibles receptores.”** En
estos y otros estudios se emplearon bacterias capsuladas y
sus variantes no capsuladas; encontrandose que las bacte-
rias desprovistas de cdpsula se adhieren en los diferentes
sistemas en mayor niumero que sus progenitoras capsula-
das.’%%%% 1 3 mayor capacidad adherente de las bacterias
desprovistas de cépsula, sin embargo, no las hace mas viru-
lentas; por el contrario, se ha observado que las cepas cap-
suladas son mds virulentas debido a que los componentes
de la superficie bacteriana, como la propia cépsula, capaci-
tan a la bacteria a resistir la actividad fagocitica de los ma-
créfagos.®!

Se encontré también que al igual que la adhesina bacte-
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riana purificada, la interaccién de la bacteria se inhibid con
GleNAc y dcido N-acetil-neuraminico. Para la variante no
capsulada se observd inhibicidn ademas de los aziicares
antes mencionados con manosa.’? La mucina inhibié la ad-
herencia para ambos tipos de células, pero el efecto fue
muche mas fuerte para la cepa descapsulada, lo cual tam-
bién se ha observado para este tipo de bacterias.®*’

Estas observaciones indican aparentemente la partici-
pacién de diferentes componentes con propiedades adhesi-
vas para ambos tipos de bacierias, que al parecer en las
bacterias capsuladas se encuentra localizados en la superfi-
cie bacteriana; para la variante no capsulada la inferaccion
podria estar determinada por algln componente cubierto
por la cépsula como han sugerido Jacques y Bélanger para
P. multocida y A. pleuropneumoniae.'%>°

El hecho de que la adherencia se inhiba con GlcNAc y
dcido sidlico sugiere que la proteina con actividad hema-
glutinante interviene en el mecanismo de adherencia de la
bacteria a células epiteliales de trdquea bovina, La interac-
cion especifica con estos carbohidratos podria estar deter-
minada por el grupo acetilo presente en el carbono 2 de la
GlcNAc y en el carbono 5 del acido sidlico.’” El 4cido si-
lico tiene una relevancia especial cuando se trata de una in-
teraccidn con estructuras complejas, de esta forma se ob-
servd, que en las glicoproteinas sialiladas como en la fetui-
na, su eliminacién disminuyé la capacidad de dicha glico-
protefna para interactuar con la hemaglutinina bacteriana.
Esta glicoproteina tipicamente esta constituida por estruc-
turas de tipo N-lactosaminico con écido sidlico en posicion
terminal,® aunque también se han reportado substituciones
de 4cido sidlico en enlaces o2,6 directamente sobre
GleNAc,* lo que aportaria una doble posibilidad de inter-
accion con Ia hemaglutinina y quizd explique la mayor afi-
nidad por esta glicoproteina.

La interaccién con el 4cido sidlico incluye también la
presencia del carboxilo en el carbone 1, de hecho esto per-
mite que sea el unico carbohidrato con posiblidad de ioni-
zarse, ya que se encuenira con carga negativa a pH fisiol6-
gico. Este carbohidrato aporta también una carga neta ne-
gativa a los grupos celulares que lo contienen, esto sugiere
que la interaccién de la hemaglutinina con el receptor po-
dria estar determinada por la partictpacidon de interacciones
idnicas. Mediante la utilizacién de glicdsidos como el
heparan sulfato y el condroitin suifato, se ha logrado indu-
cir la inhibicién de la actividad de la adhesing, no asi con
protamina que posee un anién,*? Estos resultados sugieren
que la interaccidn estd determinada por la presencia de gru-
pos polares que podrian estabilizar a la hemaglutinina so-
bre su receptor,

La participacién de azicares N-acetilados en el meca-
nismo de adhesién también se ha observado para P. multo-
cida tipo A, cuya adherencia a células epiteliales de la fa-
ringe o a células HeLa puede ser inhibida con GlcNAc.*
Pseudomonas aeruginosa una bacteria Gram negativa co-
lonizadora y patdgena del aparato respiratorio del humano
y de otros mamiferos también exhibe afinidad por GlcNAc
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y acido sialico.”’” Al parecer existe una predileccién de pa-
togénos respiratorios por residuos N-acetilados, pues ade-
mds de las bacterias antes mencionadas Mycoplasma preu-
maoniae y Bordetella bronchiseptica muestran afinidad por
estos azicares. %

Los efectos que la proteina con actividad hemagluti-
nante 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 ademds
de reconocer o interactuar con un receptor ias adhesinas
desencadenan efectos bioldgicos a través de la liberacion
de moléculas secundarias, determinando el desarrollo de la
interaccion bacteria-célula; ademds de afectar los sistemas
de defensa del hospedero. ¥

Aunque, las observaciones presentadas,’? seftalan la
participacidn de la proteina de 70 kDa especifica para resi-
duos de dcido sidlico y GlcNAc en la adherencia de P, hge-
molyica Al, es posible que otras estructuras de fa bacteria
estén involucradas en el mecanismo; una de estas estructu-
ras podria ser ¢l LPS de la bacteria con potencial patogéni-
co inherente y cuya participacién en la adherencia ha sido
insinuada. "

También se han propuesto como posibles adhesinas de
la bacteria la cApsula, el glicocélix y las fimbrias; sin em-
bargo, su papel en este mecanismo no ha sido confirmado.
A pesar, de que Morck ef al.,** observaron estructuras fim-
briales adheridas al epitelio de la traquea por microscopia
electronica, varios investigadores han tenido dificultades
para observar su presencia en aisiamientos recientes de la
bacteria. En ausencia de estructuras fimbriales bien defini-
das, se sugirié que otros componentes de superficie deben
fungir como adhesinas, promoviendo la persistencia de la
bacteria en el aparato respiratorio.

A este respecto Gonzalez-Rayos e al.,***% reporta-
ron, a partir de un banco genémico del serotipo Al, un
plasmido que codifica para una proteina especifica de 100
kDa. La proteina parece estar localizada en la membrana
externa de la bacteria y se cree puede participar en el me-
canismo de adhesién, debido a que presenta un alto grado
de hidrofobicidad.

No se sabe claramente que factores favorecen una pro-
liferacién seiectiva de P. haemolytica Al durante los perio-
dos de estrés o durante las infecciones virales respiratorias,
pero se ha mencionado que la reduccién en la eliminacién
por el sistema mucociliar, factores inmunes alterados o la
alteracion de receptores de la superficie epitelial contribu-
ven a la cotonizacién especifica de la bacteria.?®®

En apoyo a lo anterior, en bovinos se observé que en
las infecciones por el virus de la rinotraqueitis bovina, se
incrementa la actividad de elastasa en el moco nasal, enzi-
ma responsable de la pérdida de fibronectina en Ia superfi-
cie celular y que este evento promueve la adherencia de un
gran numero de bacterias de P. haemolytica en tejido pul-
monar; la relacion causal entre actividad de elastasa y colo-
nizacion sugiere por lo tanto la exposicidn de receptores
afines a la o las adhesinas de F. haemolytica."”

Patogenicidad y Adherencia de Pasreureila haemolytica

En conclusidn, si bien los mecanismos de patogenici-
dad y adherencia presentados por P. haemolytica y P. mul-
tocida han sido en buena medida esclarecidos, es obvio
que dependiendo de la cepa involucrada, del estado inmu-
nolégico del hospedero y de la interaccién con otros agen-
tes patégenos, la infeccion podra o no ser exitosa. Ademas,
es claro que estas bacterias utilizan una amplia variedad de
mecanismos para fratar de establecer la colonizacién y le-
siones en ¢l aparato respiratorio, por lo cual para que un
animal sea resistente a la infeccion de estos agentes, debe
poseer una rica variedad de anticuerpos que neutralicen a
estas moleculas bioactivas. Se sabe que estas bacterias uti-
lizan proteinas (fimbrias, proteinas de membrana externa)
y polisacéridos (LPSs, lipooligosacéridos y polisacéridos
capsulares) como adhesinas, las cuales pueden interactuar
con diversos receptores. Ademas estas estructuras pueden
actuar de manera secuenctal durante el proceso de coloni-
zacién. Se ha demostrado que las adhesinas pueden funcio-
nar como inmundégenos adecuados. Aun se deben esclare-
cer varias incognitas relacionadas con el proceso de coloni-
zacién de P. haemolytica, tales como la regulacién de su
expresion y la prevalencia de estas estructuras vy de sus ge-
nes entre los diversos aislamientos, Se desconocen también
los receptores especificos que interactian con las adhesinas
de P. haemolytica. Se estima que un mayor conocimiento
de las adhesinas y los receptores de esta bacteria permitira
el disefio de vacunas de subunidades ¢ recombinantes mas
efectivas, asi como la manipulacién farmacolégica del pro-
ceso de adhesidn para controlar y prevenir la colonizacién
¢ infeccidn por esta bacteria,
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