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MECANISMOS DE PATOGENESIS BACTERIANAEN
PROCESOS RESPIRATORIOS: PASTEURELLOSIS

MECHANISMS OF BACTERIALPATHOGENESISIN
RESPIRATORY PROCESSES: PASTEURELLOSIS

RESUMEN

Pasteurella multocida es un patbgeno multiespecies que
causa serias enfermedades en animales de produccion,
animales silvestres, de laboratorio y en los seres huma-
nos. Esta bacteria es el agente etiolégico de enferme-
dades, como el célera aviar en pollos y pavos, septicemia
hemorragica en bovinos, rinitis atréfica en cerdos e
infecciones en humanos por mordeduras de gatos y de
perros. Este agente es responsable por pérdidas anuales
de cientos de millones de délares en produccién animal
solo en Estados Unidos. En los conejos . multocida pu-
ede ser un patégeno virulento induciendo cuadros desde
septicemia fatal, neumonia, rinitis crénica, otitis media,
asi como abscesos diseminados. En esta especie, se
presenta un sindrome respiratorio, en el cual, frecuent-
emente,, se aisla también Bortetella bronchiseptica,
sin embargo aun no se ha determinado el papel que
desempena cada una de estas bacterias o algunos de
sus factores de virulencia como el LPS en la induccién
de la enfermedad. P multocida es un cocobacilo Gram
negativo donde se han identificado varios factores de
virulencia, como la cépsula, la sialidasa, la hemagluti-
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nina filamentosa, la fimbria, la neuraminidasa, algunas
porinas, la toxina dermonecrética, la toxina termolabil
(PMT), las proteinas de membrana externa (OMP) y el
LPS. La falta de prevencion eficaz y control de esta clase
de enfermedades hace necesario la investigacion de la
patogénesis de este tipo de bacterias y sus interacciones
con el hospedero.

Palabras clave: Pasteurella multocida, patogénesis,
factores de virulencia, lipopolisacérido.

SUMMARY

Pasteurella multocida is a multispecies pathogen that
causes serious diseases in wild and laboratory animals
and in human beings. This bacteria is the etiologic agent
of diseases such as fowl cholera in chicken and turkey,
hemorrhagic septicemia in cattle, athrofic rhinitis in swine
and infections in humans by cat and dog bites. This agent
is responsible for annual losses of hundreds of millions
of dollars in animal production, only in United States. In
the rabbit P multocida can be a virulent fatal pathogen
inducing septicemia, pneumonia, chronic rhinitis, otitis
as well as abscesses. In this species a respiratory syn-
drome appears in which frequently Bortetella bronchi-
septica is also isolated. However the role of each of these
bacteria or some of their virulence factors, like LPS, in
the induction of the disease has not been determined.
P multocida is a Gram negative cocobacilo with several
identified virulence factors, like capsule, sialidasa, fila-
mentous hemagglutinin, flagelum, neuraminidasa, some
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porins, dermonecrotic toxin, termolabil toxin (PMT),
outer membrane proteins (OMP) and LPS. The lack of
effective prevention and control of this type of diseases
makes a research of the pathogenesis of the bacteria
and its interactions with the host necessary.

Key words: Pasteurella multocida, pathogenesis, viru-
lence factors, lipopolysaccharide.

INTRODUCCION

En general, las patologias inducidas por bacterias Gram
negativas tienen un impacto muy importante sobre los
animales de producciéon sometidos a altas densidades
y por ende a mala calidad del ambiente (Meyer, 1991;
Bonilla & Garcia-Delgado, 1993; Murtaugh et al. 1996).
Dentro de estas enfermedades, las entidades respira-
torias son consideradas como causantes de grandes
pérdidas econdémicas en distintas especies animales
(Andrews & Kennedy, 1997; Bureau et al. 2001). En
bovinos, aves y cerdos se han demostrado pérdidas
anuales de millones de ddlares tanto por muertes como
por bajas en la produccién (Coy et al. 1997; Griffin,
1997; Brockmeier & Register, 2000). En conejos, reite-
radamente, se muestra una estrecha asociacién entre
Pasteurella multocida con diversas patologias (Flatt &
Dungworth, 1971a y b; DiGiacomo et al. 1983; Deeb
et al. 1990; Kpodekon et al. 1999). Si bien todas las
formas de presentacién reportadas tienen algin grado
de significancia econémica, son las formas respiratorias
(rinitis y neumonia) y la forma sistémica (septicemia) las
de mayor impacto negativo en los planteles dedicados
a la explotacién comercial (Chengappa et al. 1986), asi
como en animales criados para laboratorio (DiGiacomo
et al. 1983; Barnum, 1990; Frost & Adler, 2000). En ge-
neral, se sostiene que la P multocida es el patbgeno mas
frecuentemente aislado de las entidades arriba descritas
en conejo. Sin embargo, igualmente se reportan aisla-
mientos simultdneos de Bordetella bronchiseptica (Flatt
& Dungworth, 1971a y b; Deeb et al. 1990; Moreno,
1995), especialmente en las afecciones respiratorias; no
obstante, el papel que juega cada una de ellas durante
los procesos infecciosos no ha sido claramente definido.
La P multocida y la B. bronchiseptica son consideradas
parte de la flora normal de las vias aéreas superiores
en conejos; sin embargo, factores ambientales macro,
como el clima y el ambiente de los galpones y factores
micro, como el ambiente de las mucosas de las vias

aéreas, favorecerian su virulentaciéon y patogenizacion
en el hospedero (Bonilla & Garcia-Delgado, 1993; Deeb
& DiGiacomo, 2000).

La prevalencia de la infeccién con P multocida varia
dependiendo de la edad, el sexo y el estado sanitario
de los conejos. DiGiacomo et al. (1983) demostraron
coémo en general la infeccién natural con P multocida
aumenté en un 4% en conejos de 12 semanas a un 23%
en conejos de 22 semanas y hasta en un 72% en cone-
jos adultos. Huertas & Iregui (1996) reportaron que los
animales a los 49 dias de edad tenian un periodo critico
en el cual sufrian la enfermedad mas frecuentemente;
sin embargo, en este estudio no fue posible discriminar
si la infecciéon era debida a P multocida, B. bronchisep-
tica o a ambas. En un estudio realizado en una granja
de la Sabana de Bogot4, se realizaron aislamientos en
conejos sanos de distintas edades comenzando desde
neonatos hasta animales enfermos, se encontré que la
B. bronchiseptica se aislaba practicamente de cualquier
animal sano después de los 21 dias de edad y, en el 80%
de los enfermos, mientras que la presencia de P mul-
tocida, se limitaba a los conejos enfermos, aislandose
en el 49% de los animales con signos de la enfermedad
(Moreno, 1995).

Poco se conoce acerca de la patogénesis de las enfer-
medades inducidas por P multocida. Una de las razones
es la ausencia de un modelo experimental reproducible
(Dowling et al. 2002). En general existen muy pocos
estudios dirigidos a entender la epidemiologia y las bases
moleculares de la virulencia de las cepas asociadas con
las enfermedades inducidas por estos patégenos en las
diferentes especies animales (Davies et al. 2004).

ENFERMEDAD RESPIRATORIA DE LOS CONEJOS

Aunque no se ha determinado claramente cual es el
conjunto de factores que predisponen el inicio de la
enfermedad, se considera que la edad de los conejos es
un punto clave en el desarrollo de ésta. Generalmente,
los gazapos son infectados por la madre, posteriormen-
te, la resistencia natural disminuye y la inmunidad de
tipo pasivo va decayendo, observdndose un aumento
notable en la morbilidad después de las ocho semanas
(Séanchez et al. 2000). En las hembras, las mucosas
oral, conjuntival y vaginal parecen ser la principal via de
ingreso de la bacteria (Kpodekon et al. 1999; Deeb &
DiGiacomo, 2000). Algunos autores reportan que éstas
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resultan ser méas susceptibles, generalmente debido ala
manipulacién a que son sometidas como reproductoras
(Sénchez et al. 2000).

Estudios serolégicos e inmunohistoquimicos han demos-
trado un comportamiento variable de los anticuerpos en
animales que sobreviven a la enfermedad. La respuesta
de IgM se da desde el primer dia de deteccion de signos
hasta los dias 14 - 21 y tiene caida precipitada hacia el
dia 28; para IgG, la respuesta es més tardia, iniciando
el dia siete aproximadamente, hasta el dia 28 (Glass &
Beasley, 1989; Takashima et al. 2001).

El complejo respiratorio de los conejos tiene varias
formas de presentacion. En los casos septicémicos
predomina la fiebre, polipnea, disnea, cianosis de las mu-
cosas y orejas y dilatacién abdominal; algunos animales
pueden morir sin sintomas aparentes (Glavits & Magyar,
1990; Kpodekon et al. 1999). El cuadro respiratorio
es la forma méas comun, tal vez por ser la maés visible.
Las vias aéreas superiores son las més frecuentemente
involucradas (rinitis, sinusitis y traqueitis), se observa el
pelo del hocico y de las extremidades anteriores hime-
dos como consecuencia de la descarga de un exudado
mucopurulento y de los frecuentes estornudos, signos
que pueden llegar a evolucionar hasta cuadros crénicos
en los que finalmente se desarrolla destruccion de los
cornetes nasales (Kpodekon et al. 1999). La conjun-
tivitis es una manifestacion comdn de la enfermedad
de las vias aéreas altas y obedece a infeccién por la
contigliidad de los conductos nasolagrimales (Deeb &
DiGiacomo, 2000). El curso hacia el tracto respiratorio
bajo, se manifiesta clinicamente por fatiga, sonidos
estertorosos en la traquea, dificultad respiratoria, cia-
nosis de orejas y mucosas. A la auscultacién, se puede
detectar porciones del pulmén con sonidos ausentes
muy probablemente por la presencia de abscesos (Deeb
& DiGiacomo, 2000).

En la forma rinitica hay un pequeno exudado nasal hasta
descarga nasal franca, mal estado general, depresién,
anorexia y muerte (Al-Haddawi et al. 1999; Kpodekon
et al. 1999; Deeb & DiGiacomo, 2000). La forma pleu-
roneumonica es la fase final de evoluciéon de la forma
respiratoria inferior y se caracteriza por hiperemia, disnea
y por ser rapidamente mortal (Kpodekon et al. 1999).

Pasteurella multocida: En general, se sostiene que es el
patégeno mas frecuentemente asociado con entidades,

como mastitis, otitis, neumonia, rinitis y sinusitis en co-
nejo; sin embargo, se reportan aislamientos simultaneos
de B. bronchiseptica, especialmente, en las afecciones
respiratorias (Deeb et al. 1990; Moreno, 1995). No
obstante, el papel que desempena cada uno de estos
microorganismos durante los procesos infecciosos
respiratorios no ha sido claramente definido (Flatt &
Dungworth, 1971a y b; DiGiacomo et al. 1983; Deeb
et al. 1990; Kpodekon et al. 1999).

La P multocida, una especie heterogénea encapsulada
de bacterias Gram negativas es un organismo comensal
de muchas especies animales (Harper et al. 2003). Bajo
condiciones predisponentes, es el agente etiolégico de
un amplio rango de infecciones econémicamente im-
portantes en animales domésticos (Davies et al. 2004).
El patégeno es un cocobacilo bipolar, no motil, oxidasa
(+), catalasa (+), indol (+) 6 (-), del cual se han descrito
cinco tipos capsulares (A, B, D, E y F) y 16 serotipos
sométicos (Carter, 1988). Posee factores que contribu-
yen a su virulencia, cuya expresion obedece, a su vez,
a la expresién de genes involucrados con la biosintesis,
metabolismo y adquisicién de nutrientes necesarios
para la bacteria, los cuales proporcionarian informacién
acerca de la interaccién con el hospedero, durante la
cual el microorganismo activaria senales de induccién
génica que, finalmente, mediarian en los mecanismos
de sobrevivencia e invasion a otros sitios anatémicos del
hospedero (Hunt et al. 2001).

En el conejo solo las propiedades antigénicas o de se-
rotipo no son suficientes para caracterizar las cepas de
pasteurellas bien sea segln su capacidad patogénica o
segun su origen epidemiolégico; las cepas de un mismo
serotipo pueden tener patogenicidad diferente. Rideaud
& Coudert (1992) han demostrado que las cepas sin la
enzima ornitin-decarboxilasa (ODC), cualquiera que sea
el diametro de la colonia, son poco o nada patdgenas;
este criterio es mas fiable que la medida de la colonia
para prever la patogenicidad de las cepas independiente-
mente de las condiciones de cultivo (Rideaud & Coudert,
1992; Kpodekon et al. 1999).

Factores de virulencia: Se describen varios factores de
virulencia ain no bien caracterizados, entre los cuales
estan el polisacarido capsular, el lipopolisacarido, la
proteina externa de membrana ligadora de hierro, la pro-
teasa, la neuraminidasa y la porina (Rideaud & Coudert,
1992; Boyce & Adler, 2000). Chen et al. (2003) han
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propuesto, mas recientemente, el sistema de metilacién
de la adenina, el cual regula la expresién de un gen de
virulencia denominado Dam en esta bacteria, al igual de
lo demostrado en otras Gram negativas.

La estructura capsular determina el serotipo de la bacte-
ria. Los polisacaridos son el mayor componente de ella
y, en algunos casos, estdn acompanados de lipoprotei-
nas. En el serotipo A, la cdpsula esta compuesta en su
mayoria de acido hialuronico sensible a la accién de la
enzima hialuronidasa, lipidos y proteinas. La capsula no
exhibe por si sola propiedades antifagociticas, ya que no
tiene propiedades antigénicas, pero el extracto capsular
bacteriano contiene un factor proteico (300kD) capaz
de inhibir los fagocitos bovinos (Seleim, 1996, Watt et
al. 2003). Las cépsulas de las cepas aviares proveen
proteccién contra la acciéon del complemento pero esto
no determina la relacién del organismo con las células
fagociticas, encontrdndose igualmente reaccién infla-
matoria. Existen diferentes resultados en cuanto a la
mayor o menor adhesividad o mayor susceptibilidad a
la fagocitosis al ser retirada la capsula (Champlin et al.
2002; De-Angelis et al. 2002).

En conejos, los aislamientos mas frecuentes de P mul-
tocida en cuadros respiratorios son los serotipos Ay D
(DiGiacomo et al. 1989, Borkowska-Opacka et al. 1995),
de los antigenos sométicos 3 y 12 (Flatt & Dungworth,
1971a; Brodgen et al. 1989; Manning, 1982; Borkowska-
Opacka et al. 1995). Se han descrito caracteristicas méas
especificas para algunas de las variedades anteriores, por
ejemplo, las cepas del grupo A:3 son capsuladas, poseen
fimbria, no hemaglutinan el grupo sanguineo O humano
yno producen toxina dermonecrética; mientras las del
serotipo D:1 son acapsulares, poseen fimbria, hemaglu-
tinan el grupo sanguineo O humano y producen toxina
dermonecrética (Al-Haddawi et al. 2000).

Las cepas del serotipo A son mas adhesivas a la superfi-
cie mucosa del hospedero que las del serotipo D aunque
ambas poseen fimbrias que expresan en su membrana
(Glorioso et al. 1982; Deeb & DiGiacomo, 2000). La
presencia de fimbrias fue demostrada en P multocida
aislada de células faringeas de conejo, células tonsilares
y nasales de cerdo, y nasales y traqueales de terneros. La
adhesion de P multocida del serotipo A es inhibida por la
N-acetil D-glucosamina; se sugiere que este amino-aza-
car seria el receptor de las células del hospedero, al cual
se une la fimbria de la bacteria. Algunos resultados han

confirmado el papel de la fimbria y/o el material capsular
en los procesos de adherencia utilizando anticuerpos
contra ambas estructuras, aquellos inhibieron especifica-
mente la capacidad de adherencia del microorganismo
(Seleim, 1996; Esslinger et al. 1994). Investigaciones
en porcinos muestran que algunas cepas del serotipo
A son mas adhesivas y no tienen necesariamente la
capacidad de colonizar la mucosa nasal normal, por lo
tanto, describen una pobre correlacién entre la presencia
de fimbria y la produccién experimental de rinitis atréfica
en cerdos (Esslinger et al. 1994).

En P multocida, tipo D, las hemaglutininas son cruciales
en colonizacién de la nasofaringe y traquea en cerdos,
jugando la fimbria y la toxina dermonecrética un papel
significativo (Boyce & Adler, 2000). La toxina termolabil
(PTM), igualmente involucrada con procesos respirato-
rios severos, es una proteina citoplasméatica con un peso
molecular entre 149 y 160 KD, se le ha demostrado
principalmente en cepas del tipo capsular D y algunas
toxigénicas del tipo A (Suckow et al. 1996).

Las proteinas de membrana externa (OMP) de las bacte-
rias Gram negativas son la interfase entre el patégeno y
el hospedero y juegan un papel esencial en la interaccion
inicial de estos en los procesos de enfermedad. Dentro
de las anteriores, se menciona la proteina ligadora de
hemoglobina, por intermedio de la cual la bacteria cap-
tura el hierro en ambientes escasos del mismo en forma
libre. Este es uno de los elementos esenciales en las rutas
metabdlicas de transporte de electrones del patégeno.
Mientras que algunos microorganismos liberan siderofo-
ros para quelar el hierro libre, la P multocida, principal-
mente las cepas patogénicas, expresan en su superficie
la proteina, permitiendo su interaccién con el sustrato.
La proteina ligadora de hemoglobina estd conformada
por dos subunidades TbpA y TbpB para la transferrina
y Lbpa y LbpB para lactoferrina; son codificadas por
un grupo de tres genes (box ton B) que al sufrir ligeras
variaciones en la secuencia, aumentarian la variabilidad
y, por ende, la evasién a la respuesta inmune (Confer et
al. 2001; Bosch et al. 2002).

Los aislamientos de P multocida varian en su habilidad
para producir enfermedad en animales. Algunas estan
asociadas principalmente con enfermedades del trac-
to respiratorio alto mientras que otras pueden causar
septicemia, abscesos y neumonia. Con el objeto de
producir infeccién la bacteria puede colonizar la mucosa
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respiratoria y los organismos que pueden realizar esta
colonizacién frecuentemente producen sialidasas. Estas
enzimas han mostrado una actividad glicolitica sobre
las mucinas, la cual libera los residuos de acido sialico
terminales para ser usados como fuente de carbono
por la bacteria. La sialidasa es una enzima glicolitica
Unicamente extracelular producida por la P multocida,
sugiriendo que esta enzima probablemente juega un
papel central en la habilidad de la P multocida para
colonizar las mucosas. Muchos aislamientos poseen dos
genes de silaidasas que codifican enzimas con diferentes
especificidades de substrato, por ejemplo, algunas cepas
mutantes deficientes en sialidasas tienen una habilidad
reducida para replicarse usando los glicoconjugados,
como fuentes de carbono. La expresién de la sialidasa
ha mostrado ocurrir durante la infeccién, mas aun es
probable que el huésped haya sido expuesto a la pro-
teina durante la colonizacién de la bacteria (Sanchez et
al. 2004).

Lipolisacarido: El lipopolisacéarido (LPS) es el compo-
nente mas abundante en la cépsula de las bacterias
Gram negativas, considerado como uno de los més im-
portantes productos bacterianos dotado con propieda-
des inmunomodulatorias y proinflamatorias, reconocido
ampliamente como determinante de virulencia y es, tal
vez, el mediador més importante del shock endotéxico
(De Boer et al. 1992). El LPS es un mediador entre la
bacteria y el hospedero y favorece la colonizacién e
infeccién a través de mecanismos, como mimetismo
molecular, variaciones antigénicas y bloqueo de anti-
cuerpos (Harvill et al. 2000).

Durante la infeccién por bacterias Gram negativas, el
LPS estimula el sistema inmune innato, haciendo que la
respuesta inflamatoria juegue un papel critico en la ayuda
de la limpieza de la bacteria y prevencion de la infeccién.
Esta respuesta inicial contra las bacterias Gram negativas
puede ser iniciada por un amplio nimero de compo-
nentes bacterianos, siendo més potente el lipido A. Si la
respuesta inicial del hospedero es incapaz de limpiar la
bacteria y la infeccién toma su curso, las grandes canti-
dades sistémicas de LPS pueden resultar en shock endo-
téxico, en el cual, una sobreproduccién de mediadores
inflamatorios, causan dano a los tejidos, shock séptico,
falla organica y muerte (Raetz & Whitfield, 2002).

Especificamente, se considera que el LPS de la P mul-
tocida juega un rol importante en la patogénesis de la

enfermedad, como uno de los mas importantes factores
de virulencia (Michael et al. 2005). Recientemente, se ha
mostrado que el LPS de P multocida esté involucrado en
la adhesién de neutrdfilos al endotelio y la transmigracion
de éstos a través de las células endoteliales (Galdiero
et al. 2000). El estudio de varias cepas de P multocida
aisladas de distintas especies animales confirmé que
el LPS de esta bacteria es ligeramente similar al de las
Enterobacteriaceas (Horadagoda et al. 2001). Cepas de
pasteurellas provenientes de cerdos con rinitis atréfica
(serotipo capsular D) mostraron, por lo menos, seis
diferentes tipos electroforéticos de LPS y estos frecuen-
temente coincidian con la presencia de ciertas OMP y
la presencia o ausencia de caracter patogénico de la
cepa, por lo tanto, se considera que en las OMP y el LPS
son un factor de virulencia que se encuentra ligado y
responde a la activaciéon de un mismo grupo de genes.
Sin embargo, existen reportes contradictorios acerca
de la capacidad endotéxica del LPS de P multocida.
Por ejemplo, el LPS aislado del serotipo B2 muestra ser
endotoxico y al ser administrado intravenosamente es
capaz de reproducir los signos clinicos de la septicemia
hemorrégica en bufalo (Horadagoda et al. 2001). Una
modificacion en la estructura de LPS claramente afecta
la viabilidad de la P multocida in vivo. La modificacién
genética del ensamblaje del LPS de P multocida com-
probé que cepas con LPS truncados son menos viru-
lentas e incapaces de sobrevivir en el hospedero natural
(Harper et al. 2003).

Existen diferencias de susceptibilidad entre especies
animales aun con el mismo LPS, asi los pavos son
relativamente resistentes a los efectos letales del LPS
del serogrupo A, aunque la reaccién inflamatoria y las
lesiones hepaticas microscépicas son similares a las de
los hospederos mamiferos. En contraste, los embriones
de pollo y de ratones han demostrado ser altamente
susceptibles a los efectos toxicos del LPS de P. mutoci-
da (Ganfield et al. 1976). La respuesta en ratones y en
conejos inoculados con LPS de P multocida purificado
es muy pobre en cuanto a la formacién de anticuerpos
y, por lo tanto, no ofrece proteccién contra la pasteure-
losis. El mismo LPS inyectado en pollos induce buena
respuesta de anticuerpos y produjo proteccién pasiva
contra la enfermedad (Ramdani & Adler, 1991).

Anticuerpos reactivos a LPS de cepas del serotipo A3
han mostrado proteccién parcial contra la infeccién en
conejos y ratones. El LPS parece igualmente jugar un
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papel implicito en la proteccion contra el serotipo B. Se
demostré que el LPS estimula la liberacién de TNF-a,,
inteleukinas y muchos otros factores de los macréfagos
alveolares, los cuales mostraron tener accién mitogé-
nica. La accién mitogénica fue explicada a través del
dano en los mecanismos de las células del hospedero,
liderados por la proliferacién celular y el bloqueo de la
apoptosis (Bienhoff et al. 1992; Horadagoda et al. 2001;
Lax & Thomas 2002).

Efecto de la P multocida y su LPS sobre epitelio respi-
ratorio: El complejo Pasteurella-Bordetella es un modelo
representativo de enfermedad respiratoria, en la cual, los
microorganismos y/o sus toxinas (lipopolisacarido) se
pueden diseminar en el hospedero. La P multocida es
un organismo comensal de muchas especies animales
(Harper et al. 2003) y, bajo condiciones predisponentes,
es el agente etiolégico de un amplio rango de infecciones
(Davies et al. 2004).

Varios autores han descrito cambios microscopicos en el
tracto respiratorio alto de conejos con la forma natural de
la enfermedad encontrando hiperactividad de las células
caliciformes, necrosis, vacuolizacién intracitoplasmética
e infiltracién de PMN (Botero & Iregui, 1999; Al Haddawi
et al. 1999; Esquinas et al. 2004). Esquinas (2007) y
Gallego (2007) han evaluado cualitativa y cuantitativa-
mente las lesiones en experimentos in vitro realizados
exponiendo, individualmente, septos de feto de conejo a
E multocida, B. bronchiseptica y sus lipopolisacéridos,
confirmado que tanto las bacterias individualmente
como sus LPS pueden ocasionar cambios tempranos
en este tipo de tejidos.

En trabajos con P multocida y su LPS (Esquinas,
2007), se hicieron evidentes cambios de dos tipos: de-
generativos y de hiperactividad. Entre los primeros, se
encuentran lesiones, como aumento de los espacios in-
tercelulares, vacuolizacion citoplasmaética, descamacion
celular y células en necrosis o apoptosis. Estos hallazgos
coinciden, con lo encontrado por otros autores, tanto in
vitro como in vivo. Por ejemplo, Al Haddawi et al. (1999)
describen en conejos infectados, experimentalmente
con P multocida, cambios degenerativos en las células
ciliadas, como vacuolizacién citoplasmatica, pérdida de
cilias y necrosis tanto en cavidad nasal como en traquea
de animales infectados experimentalmente, asi como
hipertrofia de las células caliciformes. Esquinas et al.
(2004) encontraron cambios similares en animales con

la forma natural del complejo Pasterurella-Bordetella
en conejos, en los cuales se demostré el mismo tipo
de cambios celulares degenerativos e hiperactividad de
células caliciformes asociadas siempre con infiltraciéon
de PMN en el epitelio y en la ldmina propia.

Varios autores atribuyen muchos de estos cambios a la
accion directa de la bacteria con algunos de sus facto-
res de virulencia, como las porinas. En el caso de la P
multocida, se describe la proteina H (OmpH), la cual
actia como formadora de canales transmemebranales,
los cuales pueden causar un dafo homeostético en las
células induciendo su hinchamiento, degeneracién y
muerte (Luo et al. 1997, Gorga et al. 2001).

Igualmente, se ha demostrado que el LPS es capaz de
inducir tanto necrosis como apoptosis en varios tipos
de tejidos y células por vias diferentes. El proceso de
apoptosis puede ser tanto bioquimico como morfolégi-
camente distinto al de la necrosis y contribuye al dano
de los tejidos. Las vias de sefalizacién que promueven
la apoptosis, se pueden dividir en dos: la via intrinseca
(mediada por receptores de membrana) y la via extrin-
seca (dependiente de la mitocondria). Los receptores de
membrana pertenecen a una superfamilia de los del TNF
y terminan en la activacién de la via de las caspasas. La
via extrinseca es dependiente de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial y no requiere de receptores para
ser activada (Neff et al. 2006). Galdiero et al. (2000),
demostraron que el LPS y las porinas derivadas de la P
multocida, inducian apoptosis en células espermaticas
por dano directo sobre su membrana externa. En nuestro
caso la apoptosis y la necrosis, se pueden deber tanto
a la accién directa de la bacteria como la del LPS vy,
de acuerdo con algunos autores, este tipo de cambios
tempranos ocurren en los epitelios, como mecanismo de
defensa para eliminar el agente injuriante (Williams et al.
1994, Neff et al. 2006), sin embargo, si el agente persiste
el dano, se puede extender y hacerse irreversible.

El segundo tipo de cambios es de hiperactividad, los
cuales se evidenciaron en las células caliciformes (CC),
que respondieron tanto a la P multocida como a su LPS.
Se encontré un aumento en la actividad de estas célu-
las, la cual se reflejé en un aumento del tamano, en el
contenido intracitoplasmético de moco, presencia de
células expulsando su contenido y por un incremento
en el acimulo de moco secretado en la luz del érga-
no, al cual se asociaban tanto bacterias como células
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descamadas y LPS. De la misma manera, trabajos
previos en fosa nasal de conejos con la forma natural
de la enfermedad respiratoria por P multocida y/o B.
bronchiseptica documentaron alteraciones similares de
las CC (Doncel, 2004). Estos autores propusieron que si
bien la participacion de las CC en estos procesos infec-
ciosos puede deberse al aumento del nimero de dichas
células, tal vez su mayor significado estaria dado por una
mayor actividad sintética y secretora de las mismas. Se
sugirié que el aumento tanto en el nimero como en la
funcién de estas células en la fosa nasal de animales ex-
puestos a las bacterias y/o sus LPS, representaria un reto
para la sobrevivencia de los conejos, toda vez que una
exagerada produccién de moco en este sitio de escaso
didmetro, poco explandible y de necesaria rapida circu-
lacién del aire, posiblemente llevaria al taponamiento.
Se ha demostrado en varios trabajos que la instilacion
intratraqueal o intranasal de LPS lleva al incremento de
la cantidad de moco secretado (Beckmann et al. 2002;
Wagner et al. 2003).

Este cambio ha sido reportado por otros autores en
animales expuestos a LPS (Harkema & Hotchkiss, 1991;
Shimizu et al. 1996). La hipertrofia, hiperplasia y/o
metaplasia de las células secretoras en el epitelio y las
glandulas submucosas se ha asociado con la hipersecre-
cién de moco y es uno de los principales cambios pato-
l6gicos encontrados en inflamaciones de las vias aéreas,
como rinitis, sinusitis y traqueobronquitis. Harkema &
Wagner (2002) demostraron que la instilacién intranasal
de endotoxina induce una inflamacién caracterizada
por el incremento en la cantidad de mucosustancias e
infiltracién de PMN (polimorfos nucleares).

El mecanismo por el cual la endotoxina promueve la
produccion de moco no es bien entendido. Experimen-
talmente, se demostré que los cambios en el epitelio
disminuyeron al bloquear el ingreso de neutréfilos y
que al instilar elastasa de PMN intranasalmente se
producian lesiones muy similares, demostrando que
células inflamatorias, como los neutréfilos, podrian estar
estimulando las modificaciones epiteliales inducidas por
la endotoxina (Harkema & Hotchkiss, 1991; Shimizu et
al. 1996; Shimizu et al. 2003). Agusti et al. (1998) de-
mostraron un importante papel de los neutréfilos en la
degranulacion de las células caliciformes, ésta se explica
por la presencia de elastasa en las regiones donde se
encontraron las células caliciformes degranuléndose o

vertiendo su contenido al lumen; la elastasa se encuentra
contenida en los granulos azuréfilos de los neutréfilos,
y ha demostrado ser un potente secretagogo sobre las
glandulas de las vias aéreas y sobre las células calici-
formes.

En varios trabajos in vivo se demuestra cémo la endo-
toxina promueve la producciéon de mediadores, como
TNF-a, IL-1, factor activador plaquetario y elastasa deri-
vada de neutréfilos que inducen de la expresion de genes
que codifican para la produccién de mucina o inducen
la metaplasia celular mucosa. Por el contrario, en otros
experimentos con cultivos celulares o explantes nasales,
la endotoxina indujo la expresiéon de genes de mucina
sin que fueran necesarios otros mediadores secundarios
(Beckmann et al. 2002; Wagner et al. 2003).

Estos hallazgos pueden en parte, explicarse por la accion
del LPS de P multocida A:3, el cual mostré ser toxico
para embriones de ratones y de pollo, causando una
mortalidad del 50% con una dosis de 250mg (Ganfield et
al. 1976). Adicionalmente es reportado por varios auto-
res la respuesta del tracto respiratorio al LPS como una
repuesta aumentada de células y de glandulas mucosas
y una inflamacién aguda compuesta principalmente por
PMN (Lefort et al. 1998; Harkema & Wagner, 2002; Brass
et al. 2004). En el caso de P multocida no se han encon-
trado reportes donde se describan cambios en la mucosa
respiratoria inducidos por su LPS, exclusivamente.

En estudios realizados con P multocida, se ha demos-
trado que la principal causa inflamatoria son los PMN,
ademas que la han relacionado con varias de las lesiones
y cambios encontrados en los animales inoculados (Al
Haddawi et al. 1999; Esquinas et al. 2004). Venaille et al.
(1995) postulan que los PMN serian capaces de inducir
descamacién de las células epiteliales una vez son esti-
mulados con agentes activadores de PMN como el LPS
bacteriano. Tal descamacién seria mediada a través de
enzimas denaturalizantes e hidrolizantes de los PMN las
que ejercerian accién sobre proteinas, como la ldmina,
la fibronectina y el colageno tipo IV.

Distintos autores han demostrado que las principales
células inflamatorias en ratas expuestas intratraqueal
o intranasalmente a distintas dosis de LPS de Pseu-
domonas aeruginosa (20 a 1000mg) son neutréfilos y
macréfagos, mientras que los linfocitos y los esosinofilos
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no estuvieron presentes (Foster et al. 2003; Wagner et
al. 2003). Segun ellos, las dosis entre 20 a 100mg de
endotoxina son suficientes para iniciar procesos de in-
flamacién neutrofilica en el pulmén. Reustershan et al.
(2006) mostraron por técnicas inmunohistoquimicas,
como la migracién tranendotelial y transepitelial de PMN
en respuesta al LPS, puede ser mediada por la proteina
de membrana CXCR2, la cual se expresa principalmente
en los capilares, sitio donde residen los PMN.

En conclusién, debido a la amplia distribucién de estos
agentes infecciosos en varias especies animales, asi
como la ausencia de modelos de estudio de la fisiopato-
logia de esta clase de enfermedades es muy importante
contribuir en el conocimiento de sus comportamientos y
su interaccién con el hospedero para desarrollar meca-
nismos de prevencion, control y tratamiento, aplicables
en varias patologias.
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