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INTRODUCCION

Una consecuencia inmediata en la intensificacion de los métodos de produccién
pecuaria, ha sido la aglomeracion de animales en espacios reducidos. Estos
cambios se han sucedido en un periodo de tiempo relativamente corto, apenas
unas décadas. Es deducible pensar que un sistema fisioldgico cuya evolucion se
llevé a cabo durante miles de afos en espacios abiertos, tenga que sufrir de alguna
manera, el impacto que supone el subito confinamiento de los animales en lugares

limitados, la mayoria de las veces con desconocimiento de los requisitos fisicos y
siquicos minimos necesarios a ellos. -

Las patologias mas frecuentemente asociadas con los procesos intensivos de
produccién son las de origen infeccioso de diverso tipo (bacteriano y viral,
principalmente). Las condiciones de mantenimiento arriba anotadas permitirian la
virulentacién de microorganismos considerados habitantes normales del tracto
respiratorio, asi como eventualmente aumentarian la susceptibilidad de los
hospederos a patégenos recién introducidos por cualquier medio a los galpones de
produccion.

Los problemas respiratorios de origen infeccioso tienen un impacto importante
sobre la produccién de varias especies animales de interés industrial. Trabajos
recientes desarrollados en los Estados Unidos y Canada consideran alas neumonias
con las mas importantes enfermedades limitantes de la producci6n, desde el punto
de vista econémico. La situacién parece ser similar para otras especies animales
en diferentes latitudes. Los estudios adelantados en Colombia, han establgcidq la
presencia de multiples agentes microbianos involucrados en procesos respiratorios
y alin cuando no se ha evaluado de manera sistematica la dimensién real de su
impacto econémico, hay consenso general entre 10s profesionales y productores
del sector pecuario que aquél es grande. De otra parte, se sabg que para la
poblacién humana, las neumonias constituyen, no solo en Colombia sino a nivel
mundial, una causa frecuente de hospitalizacion y muerte. Las estratgglas de
control de las variadas infecciones respiratorias en los animales domesticos han
seguido, engeneral, treslineasde aproximacion, a saber: Antibioterapia. Vacungcubn
y manejo del medio ambiente de las instalaciones; todas prgsgntan ventajas y
desventajas relativas, como se mostrard més adelante. El objetivo del programa
es buscar con herramientas multidisciplinarias, respuestas a preguntas que
tradicionalmente se han enfocado por vias aisladas e inconexas.
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1. OBJETIVOS GENERALES

El objetivo primordial del programa de investigacion aqui propugst-o es el de
estructurar un concepto organico e integral sobre una ent:qad patoldgica, a partir
deuncompromisode interdisciplinariedad que incluya e}stud:gs sobreel h_Ospeciero,
el agente bacteriano y el microambiente fisico de las vias aéreas superiores, a fin
de presentar eventuales propuestas de control parauna enfermedad, que mvolu_cren
criterios de racionalidad (ecolégica y economica) y de desarrollo del pensamiento
cientifico en el ambito nacional (incentivar la busqueda de otros puntos de vista a
problemas tradicionales y otros no tanto). Para ello se implementa ‘f‘?.! cor_me-pto de
modelo (capaz de motivar en el pensamiento la certeza de complejidad inherente
a los fenémenos bioldgicos frente al enfoque unidimensional aislacionista patente
aun en el ambito investigativo internacional).

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar por aislamientos microbiolégicos sistematicos, si en realidad la
infeccion es causada Unicamente por bacterias del género Pasteurella multocida
como lodescriben muchos autores extranjeros (Flatt, 1974; Winsser, 1960), o si por
el contrario, se pudiera tratar de infecciones mixtas por lo menos con otros tipos
bacterianos (Bordetella bronchiseptica, por ejemplo).

- Detallar por serotipificacion el tipo o tipos de Pasteurella multocida mas

frecuentemente involucrados en casos de neumonia enzooética del conejo en
Colombia.

- Correlacionar el avance del dafio tisular y la respuesta del organismo con Ia
distribucion y concentracion de Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica

en cortes histologicos de tejido pulmonary de vias respiratorias altas, por medio de
técnicas de inmunomarcacion de los patogenos.

- Estudiar por medio de técnicas de electrofisiologia (Patch Calmpy microelectrodos
extracelulares) lainteraccion patégeno-célula epitelial hospedera desde el punto de

vista electrico (cambios en las corrientes iénicas) de las superficies de interrelacion
del agente y la célula epitelial.

- Caracterizar de manera preliminar, primordialmente componentes capsulares de
la Pastegrella multocnda y laBordetella bronchiseptica aisladas de casos naturales,
que pudieran inducir cambios del microambiente fisico de la superficie epitelial ¥

que eventualmente faciliten o promuevan la adherencia bacteriana a las células
ciliadas o de cualquier tipo.
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3. JUSTIFICACION

Antes de proceder a la justificacion del proyecto en si, parece apropiado explicar
los motivos que obligaron a presentar la investigacién como modelo y no como
proyecto convencional.

Lagran variedad de agentes infecciosas patdgenos del aparato respiratorio, obliga,
segun las formas tradicionales de aproximacién, a estudiar cada una de ellas por
separado. Este tipo de enfoque tiene el inconveniente de dispersar esfuerzos
humanos, técnicos y econdmicos en el estudio de diferentes agentes etiologicos y
su eventual interaccion con el hospedero, en lugar de aglutinar todos aquellos
elementos, como parece ser lo indicado en estados de desarrollo como el actual
en el pais; ello hace suponer una optimizacion de los recursos antes descritos. Se
parte del principio de que los mecanismos de los estadios iniciales de muchas
enfermedadesinfecciosas, sobre todo aquellas que tienen que ver con aglomeracion,
asi como las respuestas de defensa posibles del organismo, son limitadas. Esto
explica en parte la eleccion del conejo como animal modelo de investigacion. Por
lo menos dos tipos de argumentos obligaron a su escogencia.

- Epistemiologicos
- Socioeconomicos

Los de caracter Epistemiolégico incluyen el concepto segun el cual la neumonia
enzootica del conejo es causada principalmente por unsolo patégenola Pasteurella
multocida, conforme alo reportado por la literatura internacionaly por la experiencia
personal de uno de los investigadores durante mas de 10 afios de diagnostico.
Otros patégenos bacterianos como la Bordetella bronchiseptica parecen tener un
papel secundario (Flatt, 1974; Winsser, 1960).

Hasta la fecha no hay reportes sobre agentes virales involucrados en el proceso
(Uzal, 1989). Esta unidad de causa proporcionaunabase s¢lida paralaformulacion
de hipotesis, contrario a lo que podria suceder cuando se estudien especies
animales cuyo sistema respiratorio es atacado por multiples microorganismos
bacterianos y/o virales. Este acercamiento, desde ya, tiene una gran ventaja
econdmica: nose requieren, por el momento, condiciones experimentales costosas
(los animales no deben reunir requisitos especiales -S.P.F. por ejemplo-, se parte
deanimales de campo; tampoco se requieren instalaciones especialmente disefiadas
para el aislamiento d= los animales).

Los de tipo economico incluyen, ademas de los descritos en el numeral anterior,
aquellos que tienen que ver con el tamaio de la especie animal a estudiar. Una de
125 limitantes en los estudios morfolégicos, no solo en Colombia sino an en palses
Industrializados, ha sido precisamente el alto costotanto paralatomay procesamiento
Celos tejidos de especies grandes comoel bovino o porcino, como también el precio
de adquisicisn del animal para experimentacion. Esta consideracion econémica
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tiene, a su vez, implicaciones epistemiologicas manifiestas en el tamaiio de I3
poblacion sometida a estudio. El uso del modelo permitira procesar un NUmerg
mayor de muestras, con resultados mas significativos.

Si bien las aves comparten las ventajas del menor tamaro, también es cierto que
presentan el mayor y mas diverso grado de patologias respiratorias especificas, lo
cual demandaria condiciones experimentales especiales.

El enfoque mas frecuente en los intentos de control para las enfermedades en
cuestion, ha seguido una tradicion unidireccional que se concentra en uno solo de
los multiples factores que podrian entrar en juego en el desencadenamiento de las
patologias. Asi, en primera linea se busca la destruccion del microorganismos
sobre la base de productos quimicos (antibiéticas), olvidando la alta capacidad de
adaptacion y supervivencia de aquellos, producto de una exitosa evolucién. Esto
obliga al desarrollo cada vez mayor, de productos mas sofisticados, costosos y, por
que no, toxicos para el consumidor final de la cadena alimenticia, el hombre. No
de menor importancia es el fendmeno de desarrollo de resistencia en patégenos de
este ultimo, al ser expuestos a subdosificacion prolongada por el consumo de
carnes y productos provenientes de la industria pecuaria. Otro intento de control
se ha verificado aumentando la resistencia especifica de los hospederos frente a
los agentes infecciosos, ésto es, la vacunacion. Aunque desprovisto este enfoque
de los inconvenientes de los antibacterinos, solamente toma en cuenta uno de los
constituyentes del organismo superior, el sistema inmune.

Es de recordar que algunos patégenos potenciales, en nuestro caso la Pasteurella
multocida, han desarrollado mecanismos complejos y sofisticados métodos
bioquimicos paraevadir todas las formas de defensa de organismo; por consiguiente,
al desarrollar productos biolégicos (bacterinas) cada vez mas purificados contra
determinantes antigénicos vitales de las bacterias, los obligara, a su vez, a disenar
nuevos mecanismos de evasion hasta ahora desconocidosy, por qué no, de mayor
agresividad. Recientes estudios en México resaltan el caracter inconveniente de
la vacunacion en conejos contra Pasteurella multocida al producir en los animales
vacunados, una vez son retados a una cepa homologa de la vacuna, una fuerte
reaccion de tipo inmunopatolégico en pulmén (Ramirez R. et al, 1990). A pesar de

su conocida mayor eficiencia, las vacunas de origen viral, en algunas ocasiongS.

comienzan a demostrar debilidad cuando los agentes contra los que han sido

preparados mutan y generan nuevas versiones antigénicas no reconocidas por los

hospederos (Rosales et al, 1989). Desde esta perspectiva, se deberia contarcon

la suficiente infraestructura de laboratotios de produccién de biologicos, capaces

de incorporar a una vacuna determinada la nueva variante antigénica detectadaen

el campo. Este parece no ser el caso de Colombia.

. ; : S
Otra 4rea de investigacion desarrollada especialmente durante la década dé :gs
setenta, buscaba la optimizacion de instalaciones para permitir controlar 5
variables que aparentemente tenian mayor influjo negativo sobre 10s anima
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presentacion de las enfermedades. Parece ser que el control puntual de tan sélo
algunas variables del habitat no es suficiente para la prevencién de entidades
respiratorias, lo cual hace indispensable la implementacién de sistemas altamente
complejos, capaces de controlar simultaneamente y en forma automatica multiples
factores del medio ambiente. No obstante, y aun en complejas unidades de
produccion porcina, se haincrementado la prevalencia de enfermedades respiratorias
en los animales (MacCormak, 1989). Aln en paises con posibilidades de alta
inversion en construcciones existen limitaciones para que los productores medianos
y pequefios puedan acceder a la implementacion de tales instalaciones en sus
granjas (Marschang, 1989; y MacCormak, 1989).

De otro lado, la importancia de las enfermedades infecciosas respiratorias agudas
parece no limitarse a las especies animales domésticas con interés econémico; en
paises latinoamericanos, este tipo de afecciones tienen una elevada incidencia en
la poblacion humana, especialmente en los estadios infantiles. En Colombia, las
neumonias ocupan el quinto lugar como causa de defuncién en toda la poblacion
conun 3.5% deltotal. Incluso en paises desarrollados como el Canaday los EE . UU.
las infecciones respiratorias agudas se ubican entre las primeras cinco causas de
defuncion en menores de un afo y, para el primero, también en nifios de uno a
cuatro afos (O.P.S))

Ahora bien, la significancia de la Pasteurella multocida como agente capaz de
inducir enfermedades respiratorias no se restringe unicamente al conejo; ella
resulta patégena para diferentes especies animales (aves domesticas y silvestres,
porcinos, bovinos, etc). La Pasteurella multocida mantiene la reputacion de
producir el mayor numero de muertes de todas las bacterias (Barnum, 1990). El
control del colera aviar, causado por la misma en pollos de engorde contintia siendo
un problema a pesar de los programas de vacunacion (Carpenter et, al, 1989). En
1990, Choi et. al. concluyeron que la Pasteurella multocida tipo capsular A es el
agente etiologico de la Pasteurellosis aviar, la cual es altamente contagiosa y una
de las causas mas serias de muerte en aves domésticas y silvestres de los EE.UU.
Finalmente, durante el Simposio Internacional sobre el grupo de microorganismos
Haemophilus-Actynobacillus-Pasteurella en junio de 1990, fue reportado que la
Pasteurella multocida ha sido aislada de aves por mas de una centuriay permanece
hoy en dia como un potente agente de enfermedad con una importancia
socioeconémica severa (Barnum, 1990).

Estudios adelantados en Canada y EE.UU. concluyeron que entre todas las
enfermedades limitantes de los bovinos destetos, las neumonias son las que
mayores pérdidas economicas producen. Algunas de estas neumonias se conocen
cominmente con el nombre de "Fiebre de embarque", debido a que casi siempre
SU presentacion se relaciona con el transporte de los animales hacia los sitios de
mercadeo. La morbilidad es una de las causas mas obvias de perdida economica,
aunque se deben considerar los costos de tratamiento, prevencion y el impacto
Negativo producido sobre el rendimiento de los animales recuperados. El estimado
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de las pérdidas anuales que se atribuyen a las enfermedades res

! piratori
bovinos de los EE.UU. superan los 500 millones de délares (Morris e

on, 1986)

Encerdos, larinitis atréficacausada porla Bordetella bronchiseptica yla Pas!eureila
multocida tipos Ay D ocurre en el 80% de las piaras de norteamérica, Ocasionandq
perdidas relacionadas con crecimiento deficiente, ganancia de PESO y eficacia
nutritiva menores, asi como mayor susceptibilidad a otras enfermedades. g forma
subclinica también acarrea pérdidas considerables (Rosemberg, 1989). |3
enfermedades del tracto respiratorio en cerdos presentan cominmente una
asociacion estrechade rinitis atréficay neumonia, aceptandose, en general, quelas
lesiones producidas en los cornetes por la primera entidad disminuyen la resistencia

del animal, haciéndolo mas vulnerable a infecciones secundarias (Rosemberb,
1989).

En el anterior contexto, desde hace aproximadamente dos afios se inicio un intento
de aproximacion multifactorial, tomando en cuenta: condiciones del animal
(estudios fisiopatologicos), del microorganismo (estudios fisiopatoldgicos) y del
medio ambiente (estudios epidemioldgicos), empleando para ello inicialmente,
tecnicas de rutina a fin de intentar caracterizar en primera instancia los fendmenos
mas sobresalientes del Sindrome Neumonia Enzoobtica en conejos de la Sabanade
Bogota. Losestudios hasta ahora adelantados han aclarado aspectos importantes
de la fisiopatologia de la enfermedad (Mendoza, 1991; Murillo, 1992: Iregui and
Mendoza, 1992), permitiendo la formulacion de preguntas sobre el tipo de relacion
existente entre las bacterias y las células epiteliales en la vias respiratorias,
especialmente en las aéreas superiores. Con el objeto de responder algunas de
ellas, se han previsto estudios de inmunohistologia, ultraestructura, bioquimicay
electrofisiologia; en tanto que algunos resultados preliminares de la investigacion
epidemiologia permiten prever la necesidad de profundizary prolongaren el tiempo
las observaciones del efecto de variables como la humedad relativa sobre 3
presentacion y el curso de la enfermedad. Para estas mediciones se requiere un
equipo de registro continuo y preciso en lugar de las mediciones puntuales
utilizadas hasta el presente (Huertas, 1992: comunicacién personal). Finalmente,
aunque se han hecho aislamientos bacterianos con fines diagnosticos, un
caracterizacion mas estricta tanto de la Pasteurella multocida comodela gg_r_d____etellé
bronchiseptica requiere atencion en el corto plazo.

4. HIPOTESIS
Como propuestas centrales se parte de cuatro premisas:

1. La universalidad y permanencia de las leyes fisicas desde el macro hasf?:;
microcosmos frente a aquellas de carg‘acter biolo‘gic_o pe_rmiten supqner qu?r.al)
Durante las fases iniciales de una m_fecc@n de cualgmer origen (_bacterlana Ocv;del;
y por cualquier via (respiratoriay/o digestiva), los primeros cambios que se Sﬂperior
en el microambiente fisico especialmente en eltracto respiratorio-digestivo s
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para su anclaje y posterior multiplicacion. b) Que tales cambios fisicos presentan
menor cantidad de variables (tension de 02, To, fuerza idnica y pH) (Wick, et. al
1991) que los cambios bioquimicos en idéntica regiony, ademas, las alteraéioﬁes
serian mas constantes en el tiempo, entre diferentes enfermedades infecciosas de
diversas etiologia y entre animales de distinta especie, incluido el hombre.

2. La segunda premisa parte del hecho de que las posibilidades de respuesta
defensiva especifica e inespecifica de un organismo superior de cualquier especie
ante un agente infeccioso son limitadas. En cuyo caso, se podria pensar que al
buscar lo que las asemeja (enfoque, hasta ahora poco explorado) sobre lo que las
diferencia (linea tradicional de investigacion bioldgica) se podrian plantear
mecanismos de control que intentaran prevenir no una, sino varios tipos de
infecciones en especies disimiles

3. Esta premisa, y como consecuencia de las anteriores, permite suponer que el
empleo de modelos, en este caso uno natural, tendria varias ventajas sobre los
estudios convencionales: a) No simplifica lo complejo, pues se trata de una animal
completo y tomando en cuenta su entorno fisico, social y fisiologico. Muchos
modelos en especial aquellos in vitro, sufren tarde o temprano una crisis de
simplificacion; es decir, dificultad para la extrapolacion hacia la realidad a partir del
laboratorio. b) Economia: bastante informacion para medicina humana ha sido y
continia siendo obtenida hoy dia a partir de modelos animales; algo similar podria
implementarse en medicina veterinaria al observar los inconvenientes para el
manejo de otras especies domeésticas. (Ver justificacion). ¢) Permitiria conformar
una conciencia, inicialmente restringida, de la complejidad del fenémeno biolégico;
incentivaria los procesos de desarrollo del pensamiento bi y tridimensional
(interrelacion en el tiempo) frente a la percepcion unidimensional (aislacionista:
etiologista, morfologista, etc.), que entorpece lacomprension de las contradicciones
y paradojas inherentes a los fenémenos de la vida y la naturaleza.

4. Por ultimo se parte de una consideracién de pertinencia sobre el tipo dg
investigacion molecular que seria mas urgente adelantar en nuestro contexto; asi,
se entiende que algunos procesos moleculares son comunes tanto a los paises
desarrollados como a aquellos que no lo son.

Por ejemplo, la respuesta inflamatoria (y, en general, aquellc_:s procesos que se
suceden del individuo hacia un interior) de un organismo superiot eslla'mlsm.a aqui
que en Japon, en cuyo caso seria mas conveniente que en ese lpaus mvest:gal:an
los fenémenos moleculares propios de dicha respuesta, mfc_::rmacmp que pueide ser
extrapolada por nosotros sin ninguna restrinccion; en cambio, los primeros estadios
moleculares de la infeccion (los fenémenos moleculares de interfase, ésto es, de
las mucosas del individud hacia el exterior) estan fuertemente determma_ados por el
medio ambiente particular de una region especificay, seguramente, IEJSI?P‘T’”“Z‘SSS
No estarn interesados en inquirir como se inicia una infeccion en la S:;bal?lﬁm:
Bogota, mientras que, para nosotros, es una pregu nta ineludible. ESsia
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propuesta integra los universales particulares (provincghsmo)' con los un‘iver3a|es
globales, en una sana complementacion de la necesaria tematica mundial con |
urgente e incipiente ciencia nacional

5. LITERATURA

La estrecha asociacion demostrada entre Pasteurella multocida con diversas
patologias frecuentes en conejos, ha sido reiteradamente do_c;umentada (Fla_tt and
Durngworth, 1971). Si bien todas las formas de presentacion r_eport_adas _t|enen
algun grado de significancia econémica, son las formas resplratonas_ (rinitis y
neumonia) y la forma sistémica (septicemia) las de mayor efecto negativo en los
planteles dedicados a la explotacion comercial (Chengappa et, al., 1988) asi como
en animales criados para laboratorio (DiGiacomo et. al., 1983). Estudios recientes
dernuestran que en diferentes especies animales la Pasteurella multocida contina
siendo una de las principales fuentes de pérdida econdémica a nivel mundial
(Barnum, 1990). En aves, la Pasteurella multocida tipo A es el agente etiologico del
colera aviar, el cual es altamente contagioso y una de las mas serias causas de
muerte en aves domésticas y silvestres (Choi et. al., 1990), el serotipo actuante en
conejos ha sido agrupado dentro de las Pasteurella multocida tipo A, siendo mas

frecuentes aquellas del subserotipo 3 (Lu and Pakes, 1981; Digiacomo et. al,
1985).

En general, se sostiene que si bien la Pasteurella multocida es el patégeno mas
frecuentemente aislado de las entidades arriba descritas en conejo, igualmente se
reportan aislamientos simultaneos de Bordetella bronchiseptica (Flatt, 1974; Winsser,
1960), especialmente en las afecciones respiratorias; no obstante, el papel jugado
por esta ultima durante los procesos infecciosos no ha sido claramente definido
(Winsser, 1960), especialmente en |a afecciones respiratorias; no obstante el papel
jugado por esia ultima durante los procesos infecciosos no ha sido claramente
definido (Winsser, 1960). Una asociacion similar entre Bordetella bronchiseptica
y Pasteurella multocidatipo D ha sido largo tiempo documentada en larinitis atrofica
del cerdo (Pedersen and Barford, 1981): y aunque durante mucho tiempo se
especulo sobre la importancia de la Bordetella bronchiseptica como agente
precedente y necesario para abrir la puerta a la menos adherente Pasteurella
muitocida (Jacques et. al., 1988), hallazgos recientes demuestran la capacidad de
la tipo D para iniciar por si sola y desarrollar infeccién en cerdos con todas 13s
secuelas conocidas para la rinitis atrofica (Pijoan and Trigo, 1990).

Las vias aéreas superiores se consideran como el sitio de |a permanencia de las
pasteurellas; alli bajo circunstancias favorables, iniciarian un crecimiento
descontrolado con posteriorinvasion aareas mas profundas delaparato respiratorio,
0 a su vez podrian ellas mismas diseminarse a iodo el organismo, o algunos de [0S
productos de su metabolismo como las endotoxinas podrian én{rar al torrenté
circulatorio y producir el cuadro clinico palolégico conocido para septicemia
(Mendoza, 1991). La deteccion y observacién de bacterias mediante técnicas de
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slisacaridos heterégepeos acidos, de alto peso molecu!ar. La capsula confiere
resistencia a las bacterias contra el suero, permitiendo asi su sobrevivencia antes
del desarrollo de antlpuerpos especificos: gparentemente, ellas no activarian el
complemento por ninguna de sus dos vias (KQSper.”1986). El papel de los
anticuerpos bactericidas en la defensa coptra la infeccion para algunas de las
pasteureliaceas también parece ser c_uesponable (Inzana, 1990). Las bacterias
encapsuladas son resistentesala fago_C|t05|s enel suero normal, y por consiguiente,
no son retiradas del torrente circulatorio o de los tejidos de un hospedero deficiente
en anticuerpos especificos. Entonces, la fagocitosis probablemente solo puede
suceder mediante opsonizacion de las bacterias por receptores de anticuerpos y
complemento sobre el fagocito. La imposibilidad de activar el complemento en
ausencia de anticuerpos especificos hace alas bacterias encapsuladas resistentes
ala fagocitosis (Inzana, 1990). La capsula de polisacaridos es, en la mayor parte
de los casos, antigeno T-independiente y, por consiguiente, so6lo se puede obtener
una respuesta escasa de anticuerpos (Inzana, 1990; Mathison, 1987).

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Estudio microscépico, Marcacion y Localizacién de la Pasteurella
multociday la Bordetella bronchisepticay su correlacion con elavance
infeccioso durante el sindrome neumonia enzoética en conejos por la
técnica de inmunoperoxidasa en cortes histologicos

6.1.1 Objetivos

- Produccion de antisueros primarios hiperinmunes policlonales contra P_
multocida y B. bronchiseptica y conjugacion de un segundo antisuero contra los

anticuerpos primarios por la técnica de peroxidasa aisladas de conejos con la
enfermedad natural.

- Titulacién de los antisueros y el conjugado, obtencion de la dilucion 6ptima de
trabajo.

- Localizacién, apreciacién de desplazamientos, cambios de densidad de la
P'asteurella multocida y la Bordetella bronchiseptica en areas determinadas de las
vias aéreas superiores e inferiores de conejos sanos en diferentes ‘edades
(neobnatos, lactantes, previo a la edad de mayor riesgo a manifestar la enfermedad
Y animales de matadero), asi como enfermos en diferentes fases de la patologia.

'es::OlffelaCifJﬂ de los hallazgos en los diferentes grupos antes enumerados con
udios de las presentaciones clinicas hasta ahora descritas y de variables

amb'tentales (en progreso), asi como con hallazgos fisiopatologicos del pulmén
(estudios concluidos)
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6.1.2. Metodologia

Se emplearan 15 conejos por cada uno de los grupos prewgtos en los objetiyog
(neonatos, lactantes, previo a la edad de mayor riesgo a manifestar la enfermedag
animales de edad de matadero y enfermos en diferentes fases de la patologia), pars
un total de 75 animales.

Los animales seran sometidos a anestesia general empleando para ello ung
combinacion de Ketamine de 10 mg/kg y Xylaxine de 5 mg/kg. Esto con el fin de
optimizar la fijacién factor determinante del proceso total.

La fijacion se hara exponiendo la cavidad toraxica y a través del ventriculo derechg
se procederd a un lavado vascular del pulmén con solucion salina fisioldgica y
posterior perfusion de la sustancia fijadora (Formaldehido al 10% o Ito-Karnowski),
se practicara una incisién de drenaje a nivel de la aorta toraxica posterior:
inmediatamente se expondra el tracto respiratorio medio inferior (laringe y traquea,
y mediante una canula localizada en la laringe se infundira el mismo liquido fijador
anterior a una presion de 25 cm., con el fin de expandir el pulmon a su tamafio
aproximado in vivo. Finalmente, y después de practicar una ligadura en la traquea,
se sumergiran los pulmones en los correspondientes liquidos fijadores. Los tejidos
se procesaran por la técnica de rutina para Hematoxilina-eosina utilizada por el
laboratorio de Histopatologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(Luna, 1968).

Para la técnica de inmunomarcacion de los patégenos (Pasteurella multocida y
Bordetella bronchiseptica) en los tejidos (pulmén y vias aéreas superiores), se
procedera de la misma manera hasta el punto de cortar los tejidos en parafina, de
aqui en adelante se procederd segun la técnica de inmunoperoxidasa (IPO).
Brevemente: se aislaran Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica de
animales enfermos con manifestaciones de enfermedad respiratoria (neumonia 0
septicemia, primordialmente), se procedera a su purificacion y multiplicacion hasta
obtener una cantidad suficiente de bacterias para la preparacion de una antisuero
contra ellas. Para ello se procedera a inactivar las bacterias con formaldehido, $€
conocera la concentracién de proteina por mililitro por el método de Follin-
Ciocalteau con ayuda del espectrofotometro, se ajustara la concentracion de
proteina a 500 mcg-ml, se procedera a mezclarla con adyuvante completo €
incompleto de Freund y preparar la dosis adecuada de inoculacién. Se inoculard
una oveja adulta sana para obtener un antisuero con anticuerpos primarios conlrd
Pasteurella multocida y Bordetella Bronchiseptica. Otro paso a seguir €s la
purificacion de IgG de ovino con el fin de fabricar un segundo antisuero anti 196
ovina en cobayo. Este segundo antisuero se procesara para obtener 19G purificad?
y se conjugara con peroxidasa utilizando la siguiente técnica. Brevemente:
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1 Conjugacion del antisuero secundario con peroxidasa:

a) Dialisis de la enzima. La peroxidasa se pone a dializar contra buffer acetato de
sodio en membrana de dialisis.

Se ajusta la concentracion de proteina del antisuero a 8 mg/ml, posteriormente se
gializa contra buffer bicarbonato. b) conjugacion. Después de dializado el
antisuero y la enzima se mezclan en relacion 1:1 volumen, la conjugacién se realiza
en un frasco 0SCUrO, tapado y sellado que garantice oscuridad a medio ambiente
y en agitacion lenta y constante, la reaccion se detiene con acido ascoérbico.

2. Desarrollo de la prueba:

a) Inactivacion de la peroxidasa endogena. Los cortes histologicos requeridos se
dejaran en solucion de peroxido de hidrogeno y metanol absoluto. Luego se lavaréan
con PBS y agua destilada. b) Marcacion. A los cortes tratados con el perdxido de
hidrégeno se les agrega el primer antisuero, es decir las inmunoglobulinas
antipasteurella o antibordetella, luego se agrega el segundo antisuero marcado con
peroxidasa. ¢) Revelado. Transcurrido el tiempo de reaccion se lava el sobrenadante,
se adiciona Diaminobencidina como revelador y perdxido de hidrogeno para
observar la reaccion. Luego se lava el exceso. d) Tincion. Se hara coloracion de
contraste con Hematoxilina de Harris.

3. Obtencion de la dilucién éptica de trabajo: Se efectuaran diluciones de los
antisueros de la siguiente manera:

Antisuero 1: Anti-pasteurella o antibordetella 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600.

Antisuero 3: Conjugado antioveja + peroxidasa: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400.

6.2 Estudios Electrofisiolégicos de la Interaccion Patégeno. Célula Epitelial
Hospedera

_En los Ultimos afios, un gran avance se ha logrado en dilucidar los mecanismos
Involucrados en la secreccion de fluidos por células epiteliales, usando la técnica
de_. patch clamp ha sido posible determinar la presencia de canales idnicos tanto en
tejidos glandulares - (células lacrimales y pancreéticas) como en tejido nervioso y
muscular. Es asi como se ha determinado la importancia que tienen los canales de
cloruro y de potasio ubicados respectivamente en la membrana apical (mucosa) y
en la membrana basolateral de las células epiteliales.

El i , . : ;
81eetSIUd‘|0 de la interaccion hospedero-patégeno, desde el punto de vista
proc rofisiolégico, se centrara en la determinacién de las posibles modificaciones

Vocadas en las membranas apical y basolateral de las células epiteliales, como
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rutina (microscopia de luz) ha probado hasta ahora s?r undm;atc;do POCO Confiabyg
(Pijoan and Trigo, 1990). En estudios recientes, eva ua.nMo g:l OrTa septicémic
del sindrome neumonico en CONejos (Mendoza, 1991; Murillo, 1992), se pug,
apreciar la escasa O casi nula presencia de bacterias en diferentes nivelgg
examinados del pulmon, especialmente cuando s€ empleo la microscopia de Iug,
mientras que al implementar la técnica de microscopia e|ectroqlca. fue pgsible
apreciar un mayor numero de bacterias (spbre todo aquellas adhgndas alas célulag
ciliadas), que en el primer método habian pagado desapercmldas. Empero, 3|
considerar lo engorroso de aquella técnica, asi como Ssu bajfd cobertural'3191_,,-,0,s
autores han optado por implementar tecnicas de marcacr_én con anticuerpos
especificos contra bacterias, virus, etc. (Hamid glt._e_al., _1 990; Parsons, 1984); no
obstante, tales trabajos se han concentrado pnmord:;almentg en detectar log
microorganismos en estrecha asociacion con las lesiones tisulares por ellos
producidas o estimuladas (Haritani et al., 1989; Uzal, 19_89), y algunas veces en
determinar su avance a lo largo de vias de invasion (Narita et al., 1991); poco se
sabe sobre la ubicacién de dichos patogenos potenciales, en los estadios previos
al desarrollo de enfermedad.

La adhesividad a las células epiteliales es uno de los primeros factores de virulencia
expresado por un microorganismo para poder desarrollar sus posteriores efectos
patogénicos (Isberg, 1991). La aproximacion a este topico se ha llevado a cabo
primordialmente empleando técnicas de aislamiento microbiolégico (Flatt and
Dungworth, 1971) o replicacion de experimentos in vitro tendientes a demostrar la
presencia de tales factores de adherencia (Matsuyama and Takino, 1980). Sin
embargo, estudios recientes demuestran los inconvenientes de extrapolarresultados
obtenidos de los estudios in vitro, frente a aquellos adelantados in vivo (Pijoan and
Trigo, 1990). Entre los factores importantes que serian obviados 0 destruidos al
realizar los experimentos in vitro se encuentra la capa de moco que normalmente
esta recubriendo las superficies epiteliales respiratorias en los animales Vivos y,
cuya produccion se dificulta en tales condiciones (Pijoan and Trigo, 1990). Como
posible mecanismo de adhesion de las pasteurellas a las células epiteliales del
aparato respiratorio de conejos, se considera la presencia de fimbrias en serotipos
aislados de especie multocida tipo A (Glorioso et. al., 1982). En el casodela rinitis
atrofica en cerdos se ha demostrado un sinergismo aparente entre cepas toxigénicas
de Bordetella bronchiseptica y de Pasteurella multocida donde ésta, a pesar de séf
capaz de ac}herirse a!_ epitelio, lo hace en numero relativamente bajo, mientras qué
en presencia de la primera el numero de bacterias invasivas aumenta. Al parecer
la citotoxina de Bordetella bronchiseptica produciria un aumento de la colonizacion
por cepas de Pasteurella multocida toxigénica (Chanter, 1990).

Muchas de las especies mas patogenas de la familia Pasteurellaceas son
encapsuladas (Inzana, 1990). Tales capsulas sonimportantes para la virulencia dé
las bacterias patdgenas, al proveer al microorganismo con una barrera protectora
contra las defensas del hospedero (Inzana, 1990). Cada una de las capsulas de
las pasteurellaceas que ha sido purificada y analizada esta constituida pof

56



secuencia de la actividad patogena de I_a Pasteurella multocida y/o Bordetella
oo r;hise tica. Especificamente, se determinaran las caracteristicas de los canales
grqnos presentes en las membranas de la célula epitelial del tracto respiratorio del
’omc-o y las posibles modificaciones producidas en ellos por accion directa o
F::j?reécta de la pasteurella multocida y/o Bordetella Bronchiseptica.
para 1alefecto, se utiliza r; la técnic_a de Patch Clamp inicialmente en la configuracion
noinvasiva de Celula Umfd'a a la pipeta (Cell Attached). Esto permite determinarla
existencia de corrientes ionicas a travgs de la membrang, originadas por pulsos
depolarizantes € hiperpolan;anles aplicados con una micropipeta (electrodo de
registro). La corriente med_lda es aquella que fluye por el area de membrana
qefinida por la punta de la micropipeta. Posteriormente se usara la configuracion
de célula total (Whole cell), en donde la corriente medida es aquella que fluye a
ravés de toda la membrana celular.

Elmontaje para realizar los experimentos de Patch Clamp requiere de una camara
experimental donde se depositan las células, un electrodo de referencia de plata-
cloruro de plata (Ag/AgCl) en contacto con la solucion extracelular (bafo) y
conectado a tierra y un electrodo de registro.

Los registros de las sefiales celulares pueden realizarse a voltaje (V) controlado o
acorriente (1) controlada. Para ello se utiliza un instrumento denominado Axopatch
- 1C (Axon Instrument, CA. USA). Este instrumento permite transformar los
registros de corriente a voltaje mediante el convertidor de Corriente-Voltaje (C | -
V), alcual van conectados los electrodos de referencia (tierra) y de registro. Consta
ademas de una interfase analoga-digital, la cual permite almacenar directamente
las sefiales en un computador, donde posteriormente se analizan.

MICROELECTRODOS

En la elaboracion de los microelectrodos de registro se usan tubos de vidrio tipo
hematocrito sin heparinizar (assistent No. 564) 1,1 mm diametro interno. Estas
pipetas de vidrio se estiran verticalmente en un Puller Kopt (CA, USA.), se llenan
con la solucién fisiologica respectiva y se les introduce un alambre conductor (Ag/
AgCl). La resistencia de la punta de estos electrodos en una solucién externa de
140 mMde KClI debe estar en el rango de 3-5 megaohmios. Una vez llenos con la
solucion respectiva, se realiza la formacion del sello entre la punta del electrodo y
la membrana respectiva de la célula epitelial. El seguimiento de la formacion del
SEllo <o realiza bajo observacion directa al microscopio, y los cambios en la
esistencia del electrodo al aproximarse a la superficie de lamembrana se observan

:;‘g;nﬁsciioscopjo» El sello se logra cuando se alcanza una resistencia entre 1-10
onmios.

E : L i :
Lpr;Gtocolo experimental consiste en estimular la célula epitelial desde su potencial
embrana (-60 mV) con un tren de potenciales hiper-y depolarizantes (-100 mV
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a + 50 mV). La presencia de canales ibnicos dependiente; del \foltgje en la
membrana celular originaran flujos de entrada o de salida de corrientes ionicas, bajg
estas condiciones experimentales. Conjuntamente se estudiara el efectode agenteg
farmacologicos y hormonales sobre los canales iénicos que se detecten.

6.3 Estudio Bioquimico de Constituyentes de la Capsula de Pasteurella
multocida y Bordetella Bronchiseptica

Se aislaran cepas de Pasteurella multocida y Bordetella Bronchiseptica de campo
de casos clinicos de neumonia enzodtica. Dichas cepas seran clasificadas por
métodos bioquimicos y biolégicos y seran parte de la coleccion, a partir de la cual
se realizaran los ensayos de patogenicidad, tanto in vivo como in vitro (estudios de
electrofisiologia). Tales ensayos se llevaran a cabo con gérmenes completos asi
como con elementos particulares de los mismos, con miras a establecer el
compromisoindividual de los constituyentes bacterianos en los cambios morfoldgico-
fisiologicos de los estadios iniciales de la infeccion, asi como en las posibles
fluctuaciones del microambiente fisico de las membranas celulares. Dentro del

proceso se utilizaran métodos tales como rompimiento bacteriano por sonificacion,

reparacion por centrifugacion diferencial, ultracentrifugacion en gradientes de

densidad, electroforesis en geles de poliacrilamiday cromatografia liquida (filtracion,
afinidad e intercambio i6nico).

7. COSTOS
Descripcion ae equipos a utilizar:
Laboratorio de Histopatologia:
- Microscopio de luz

- Micrétomo de rotacién
- Autotechnicon

- Dispensador de parafina
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