Determinacion de la presencia de acido hialurénico en
el material capsular de cepas de Pasteurella multocida
tipos Ay D aisladas de pulmones de cerdo

Resumen

Se aislaron 20 cepas de P. multocida de pulmones de
cerdo. Siete cepas lisas pertenecieron algrupo capsular
D, mientras que 12 cultivos de la variedad mucoide y
uno con colonias lisas se clasificaron como serotipo A
por la prueba de hemoaglutinacién indirecta (HI). Se
usé una prueba de cromatografia en papel para detec-
tar la presencia de dcidohialurénico. Elmaterial capsular
de todaslas cepasusadas en el estudio mostrd un patrén
de movimiento al mismo nivel que el 4cido hialurénico
purificado. Los cultivos del serogrupo A mostraron una
mancha mis claray grande que los cultivos del serogru-
po D. Los resultados sugieren que el material capsular
de las cepas del grupo D pueden contener icido
hialurénico como las del serotipo A, o que pueden
tener una substancia diferente que migra al mismo
nivel.

Introduccion

Se haidentificado a P. multocideen mas de 40 especies
de mamiferos y alrededor de 60 especies de aves.’

Los factores de virulencia en este microorganismo se
asocian a la adherencia bacteriana, la formacién de
toxinas y enzimas y la presencia de cipsula.®11.16.17.21

La capsula puede ser responsable de la adherencia
selectiva que muestran algunas bacterias hacia diferen-
tes substratos incluyendo superficies inertes y células
epiteliales. Esta estructura bloquea fisicamente los
antigenosde superficie presentes en la pared bacteriana,
evitando asi la accién de los anticuerpos. De igual
manera promueve la resistencia de las bacterias a infec-
ciones por bacteriéfagos al ocultar los receptores espe-
cificos para estos virus, e inhibe el acceso de los recep-
tores que la célula fagocitica tiene para adherirse al
componente C3B del complemento.® %

Por otra parte, los microorganismos encapsulados
son resistentes a la activacién del complemento por la
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via alterna. Estudios recientes han demostrado que
algunos polisacaridos capsulares como el Acido sidlico
tienen una alta afinidad por las proteinas inhibidoras
de la via alterna del complemento promoviendo una
opsonizacién deficiente, lo cual convierte al organismo
capsulado resistente a la opsonofagocitosis en ausencia
de anticuerpos.® %162

P. multocidahasido clasificada serolégicamente en 5
grupos (A, B, D, E y F) con base en sus antigenos
capsulares.’** Los serotipos Ay D se relacionan con
problemas neumoénicos y de rinitis atréfica en cer-
dOS.s’ 12,14,19 22 .

Eldcido hialurénico es el principal componente del
material capsular de P. multocida tipo A, en cambio la
naturaleza de la cdpsula del tipo D aiin no se estudia
completamente,* 1% 16.18.21

El propésito de este estudio fue determinar la pre-
sencia del 4cido hialurénico en el material capsular de
P. multocidatipo D con una técnica de cromatografia en

papel.
Material y métodos

Cepas de P. multocida. Se colectaron 35 pulmones de
cerdo enviados al rastro. Todas las muestras se inocula-
ron en agar sangre utilizando la cara interna de un
trozo de pulmén obtenido estérilmente. Las cajas se
incubaron a 37C durante 24 h. Las colonias sospecho-
sas se resembraron para purificarlas. La identificacién
se realizd mediante técnicas bacteriologicas estindar:
Tincién de Gram, produccién de oxidasa, catalasa,
indol, ureasa, fermentacién de carbohidratos y creci-
miento en TSIy agar McConkey.!*

Se utiliz6 una prueba de hemoaglutinacién indirecta
para la serotipificacién de P. multocida.

HI-Preparacién de los glébulos rojos. Los eritrocitos
de ovino se lavaron 6 veces, se resuspendieron en
solucién amortiguada de fosfatos (PBS) a una concen-
tracion del 10%, se enfriaron a 4C y se mezclaron con
un volumen igual de glutaraldehido al 1% en PBS.
Luego se agitaron a 4C por 30 min y se centrifugaron a
1500 gravedades durante 10 min. El1 bot6n de glébulos
rojos se lavo 3 vecesy se resuspendié a una concentra-
cién del 10% en PBS adicionado de 0.1% de azida de
sodio. Las células asi tratadas se conservaron a 4C hasta
su uso.
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HI-Antigeno. El crecimiento total de P. multocida en
agar extracto de levadura cistina se suspendi6 en 1 ml
de PBS 0.02M pH 7.2, mezclado con un volumen igual
de PBSsuplementado con 200 U/ml de hialuronidasa,*
se calentd a 100C durante 60 min y se centrifugé a 4500
gravedades por 20 min. El sobrenadante constituyé el
antigeno.

HI-Sensibilizacién de los glébulos rojos. Se incorpo-
raron volimenes iguales de eritrocitos tratados con
glutaraldehido y de antigeno. La mezcla se incubé a
37C por 1 h con agitacién cada 15 min. Los glébulos
rojos sensibilizados se lavaron 3 vecesy se suspendieron
en PBS con 0.25% de albiimina sérica bovina** que-
dando a una concentracién final de 0.5%.

HI-Antisueros. Se utilizaron sueros anti-P. multocida
grupos Ay D.

HI-Desarrollo de la prueba. Se realizaron dilucio-
nes dobles de los antisueros (1/2 - 1/4096) en PBS
con 0.25% de alblimina sérica bovina en voliimenes
de 50 ul, usando placas de 96 pozos con fondo en U.**+*
Se agregaron 50 Ll de los glébulos rojos sensibilizados
alas diluciones de los antisueros. Las placas se agitaron
y se dejaron incubando a 25C por 1 o 2 h antes de ser
leidas. El titulo fue expresado como la mayor dilucién
del suero que mostrara un sedimento aplanado, en
comparacién con el botén de glébulos rojos en el
centro del pozo del testigo negativo. Como testigos se
usaron glébulos rojos no sensibilizados mas suero y
eritrocitos sensibilizados mas diluente.

Seutiliz6 una técnica de cromatografia en papel para
la deteccién de 4cido hialurénico.

Extracto salino. El crecimiento de P. multocida en
agar extracto delevadura cistina se coseché en 0.5 ml de
solucién salinanormala 4C. Lamezcla se homogeneizé
y se centrifug6 a 1500 gravedades durante 30 min para
obtener el extracto salino.

Desarrollo delaprueba. Unagota (5-10ul) del extrac-
tosalino se colocd en uno de los extremos de un pedazo
de papel para intercambio de iones (Whatman DE 81).
Después de secarse, se sumergi6é durante 1 h en un
recipiente en el que se permitié laentrada de 1 ml/min
de una soluci6én 3M de cloruro de sodio, por medio de
una microbombay un catéter de polietileno. El solven-
te se mezcl6 con una bala magnética para permitir el
flujo del mismo a través del papel. El papel se sec6
usando una corriente de aire caliente; inmediatamente
se tind durante 15 min con una solucién al 1% de azul
de alsacia en 4cido acético al 2%. Luego se lavé con
agua de la llave para eliminar el exceso de colorante y
sele permitié secara temperaturaambiente. La presen-
cia de una mancha azul al mismo nivel de la mancha
originada por el dcido hialurénico purificado se consi-
der6 como un resultado positivo, mientras que el no
encontrar cambio en el papel se considerd un resultado
negativo.

* Sigma Chemical
** (Donados por Mr. K. Pandit de la Universidad de Surrey,
Inglaterra)
*** Nunk, Denmark
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Resultados

Se aislaron 20 cepas de P. multocida. Casi todos los
aislamientos mostraron colonias mucoides (12 casos),
aunque también se encontraron cepas con colonias
lisas en 8 casos.

Siete cepas lisas pertenecieron al serotipo capsular D;
12 cultivos de la variedad mucoide y uno con colonias
lisas se clasificaron como tipo A por la prueba de
hemoaglutinacién indirecta (Cuadro 1).

Engeneral, los titulos para todaslas cepas fueron mas
altos en reacciones homélogas comparados con las
heterélogas. Estas reacciones cruzadas se consideraron
sin significancia.

Todas las cepas usadas en el estudio desarrollaron
unamanchaazulalmismo nivel que elacido hialurénico
purificado. Los cultivos del serogrupo A mostraron una
mancha mas claray grande que los cultivos del serogru-
po D (Figuras 1y 2).

Discusion

Existen 3 variantes de P. multocida con base en el
aspecto de su colonia: a) Colonias mucoides, grandesy
de virulencia moderada para ratones, b) colonias lisas,
con tamafio medio y muy virulentas para ratones y c)
colonias rugosas o azules, pequenias y de baja virulencia
para ratones.!®

Se cree que las cepas de P. multocida aisladas de
pulmones de cerdo son altamente mucoides.!'141% Da-
tos obtenidos en este estudio concuerdan con dicha
afirmacién: De 20 cepas el 60% fue mucoide, mientras
que 40% perteneci6 a la variante lisa.

De acuerdo con Carter’? los serotipos A y D son los
mis comunes en cerdos. Pijoan ¢ al.'® encontraron que
delas cepasaisladas de pulmonesde cerdo procedentes

Cuadro 1
GRUPOS CAPSULARES YDETECCION DE ACIDO
HIALURONICO EN 20 CEPAS DE Pasteurella multocida

Estructura Titulo con HI Acido
Cepas de colonia A D hialuronico
1 mucoide 256 8 +
2 mucoide 512 64 +
3 mucoide 512 64 +
4 mucoide 512 8 +
5 mucoide 512 32 +
6 mucoide 512 8 +
7 mucoide 512 64 +
8 mucoide 512 8 +
9 mucoide 512 16 +
10 mucoide 512 8 +
11 mucoide 512 4 +
12 mucoide 512 16 +
13 lisa 8 512 +
14 lisa 1024 64 +
15 lisa 2 256 +
16 lisa 2 512 +
17 lisa 4 64 +
18 lisa 0 512 +
19 lisa 8 512 +
20 lisa 8 512 +




Figura 1. Cromatografia en papel del extracto salino de cepas de Pasteurella
multocidatipos Ay D. 1) Acido hialurénico purificado, 2) P. multocidatipo D, 3,
4,5y6) P. multocida tipo A

del rastro 97.3% pertenecié al grupo capsular Ay 2.7%
al D.

Jacques y Foiry” realizaron un estudio de microsco-
pia electrénica para observar el material capsular de
P. multocida A y D; ellos demostraron que la cipsula de
las cepas del serotipo A fue més ancha (70-90nm) y
regular, mientras que la cipsula de los aislamientos del
grupo D fue mas delgada (20-30nm) e irregular.

Los resultados de este trabajo muestran que 65% de
las cepas se clasific6 como tipo A y, salvo una, todas
fueron altamente mucoides; el 35% pertenecio al
serotipo D y presentd colonias de la variante lisa. Esto
sugiere que los serotipos de P. multocida aislados de los
cerdos se relacionan estrechamente con el aspecto de
la colonia; tal caracteristica podria emplearse como
parte de una clasificacién preliminar de los futuros
aislamientos, ahorrando reactivos y tiempo.

Elmaterial capsular de P. multocidase compone sobre
todo de carbohidratos. En un estudio reciente, Rosner
et al'® comunicaron la presencia de (1 = 4)-B-D-Xilan
como parte de la capsula de P. multocida tipo A; sin
embargo, el dcido hialurénico es el principal compo-
nente de este serotipo, mientras que la naturaleza del
]ti;::)ﬁapsu]ar D aiin no se describe completamente.*'%

Carter' encontré que algunas cepas del serotipo D
muestran una ligera disminucién del tamano de las
colonias cuando se encuentran cerca de la estria de
Staphylococcus aureus productor de hialuronidasa, indi-
cando que estas cepas pueden tener una pequena
cantidad de acido hialurénico periférico.

Todaslas cepas examinadas se consideraron positivas
pues migraron hasta el mismo nivel que el dcido
hialurénico purificado. Las cepas del tipo A desarrolla-
ron una mancha mds grande que las del serotipo D.

Estos hallazgos sugieren que el material capsular de
laEs cepas del serotipo D pueden contener acido
hialurénico como las del serotipo A, o que pueden
tener una substancia diferente que migra al mismo
nivel. El tamano de la mancha desarrollada por las
cepas del grupo A estd de acuerdo con la presencia de

Figura 2. Cromatografia en papel del extracto salino de cepas de Pasteurella
multocida tipo D. 1) Acido hialurénico purificado, 2,3, 4y 5) P. multecida
tipo D

una capsula mas grande en comparacion con las del
tipo D. Se deben instrumentar estudios a futuro para
determinar la naturaleza precisa del material capsular
del serotipo D,

Abstract

A total of 20 strains of P. multocida was isolated from
pig lungs. Seven smooth colony strains belonged to
serotype D, whereas 12 highly mucoid and one smooth
strains were classified as type A by the indirect haemag-
glutination test. A salt gradient paper chromatography
was used for the detection of hyaluronic acid. All P.
multocida strains tested, developed a blue spot at the
same level as the purified hyaluronic acid did. Serotype
A strains showed a more distinct and bigger spot than
serotype D cultures. Findings suggest that the capsular
material of serotype D strains may contain hyaluronic
acid asserotype A does, or may have a differentsubstance
that migrates to the same level.
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