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RESUMEN 

La neumonía causada por HaemophiZus pteu:r>op--­
neumoniae representa en la actualidad grandes p¡r-­

didas económicas para la porcicultura nacional; por 

lo que es necesario incrementar los estudios tendie~ 

tes a dilucidar la patogenia y el control de la en--

· fermedad. Han surgido una amplia variedad de bacte-­

rinas, sin embargo actualmente no existe una eficaz 

que permita controlar o erradicar la pleuropneumoní.a 

en granjas porcinas. Los hallazqos de que el polisa­

c&rido capsular y la endotoxina del Haemophitus 

pteuropneumoniae son los principales agentes inmunó­

genicos hacen pensar en la posibilidad de una vacuna. 

En el trabajo se aplicó con buenos resultados -

la precipitación con detergente catiónico del poli-­

sacárido capsular, con el fin, de eliminar la mayor 

cantidad de endotoxina y proteínas y así encontrar -

un inrnunógeno de menos toxicidad posible. Corno el -­

extracto obtenido no produjo un grado de inrnunogeni­

cidad considerable al ser inoculado en conejos, con­

siderarnos conveniente probarlo en su hospedero natu­

ral para observar el grado de protección que confie­

re, realizar un estudio nis profundo sobre la sínte­

sis y liberación del polisac&rido capsular y hacer 

un balance de costos de producción y viabilidad de -

este inrnunógeno para poder ser aplicado como vacuna. 
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CAPITULO UNO 

G E H E R A l I D A D E S 

El crecimiento de la poblaci6n mundial, en las 61ti­
mas d~cadas, no ha venido respaldado por un crecimiento -

similar en la producci6n _de alimentos, especialmente en -
la producci6n de carne y leche. Las limitaciones en la -­

producci6n animal están en parte, asociadas a las enfer-­

medades infecciosas (11). 

Dentro de los obst~culos infecciosos en la produc--­

ci6n de carne de cerdo encontramos principalmente dos ti­

pos de afecciones: ent~ricas y respiratorias. En los paí­
ses de Am6rica y Europa entre las causa m~s importantes -

de morbilidad y mortalidad en el ganado porcino se encue~ 

tran las afecciones respiratorias, las que se han recono­

cido como un factor importante en la producci6n porcina -

intensiva (31, 42, 51). 

Las afecciones respiratorias se caracterizan por al­

ta morbilidad, altos S'.ndices de mortalidad, ml1ltiples 

agentes etiológicos y disminuci6n de la tasa de crecimicn 
to (12, 42), Las p~rdidas acon6micas por estas afecciones 

est~n asociadas a muerte de animales y elevados gastos de 

medicamentos, por lo que estan consideradas como la prin­

cipal causa de disminuci6n de la productividad, especial­
mente en cerdos de engorda (35, 72) y es dificil evaluar 

las pt1rdidas si tenemos en cuent<t que el mayor núl!lero de 

cerdos afectados por la enfermedad var!a según la explo-­

taci6n. 

La incidencia de los problemas respi.ratorios en cer-
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dos r;i11.rcce elewv;l,íl., En ln<;¡.\r.tci:rr. se obscrv? que <1.;I, menos 
un 101 de los cerdos sncrificactos rrcsentap lesiones de ~ 

tal se· severidad como pura justHicar la cxtracci6n del -
pulm6n, y comentan que del 20% al 301 de muestras en el -

postdestete y fase de engorda son por neumonía (37). En -

Checoslovaquia Gois y col. (23) encontrar6n hasta un 50% 

de los pulmones con lesiones neum6nicas en rastros, en -­
en Brasil algunos investigadores encontrar6n 17% de pul-­

manes neumónicos (48). En un estudio de rastros mexicanos 

en distintos estados se hall6 gue el 50% de los cerdos -­
sacrificados tenían lesiones 9ulmonares (39) y Ochoa re-­
port6 de un 10% a 12% en el rastro de Ferrería, México -­

D.F. (49). 

La atenci6n con respecto a los problemas respira~o-­
rios ha sido enfocada en los últimos años hacia llaamo;::~­
Zus pZeuropneumoniae, aunque la revisi6n en la literat~ra 
nos indica que también otros agentes bacterianos, virales, 

micoplasmas y parásitos son importantes en las enfermeda­

des r~spiratorias (29, 31, 35, 76). 
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A. HISTORIA. 

En 1892 Pfeiffer aisló y describi6 por primera vez 

las características de un organismo íntimamente asociado -

con la influenza humana. Sus rasgos más sobresalientes --­

fueron que el organismo no creci6 en el laboratorio excep­

to en presencia de dos factores, ambos presentes en sangre 
completa, por lo que se le di6 el nombre de HaemophiZus, -

nombre gen6rico de ese organismo. 

Algunas bacterias del género HaemophiZus están asocia 

das con afecciones del tracto respiratorio como el llae~o-­

phi Zus influenzae y HaemophiZuo parainfZuenzae en el hom-­

bre; Haemophilus parasuis y HaemophiZua pZeuropneumoni1e -

en el cerdo, adem~s están el Haemophilus aegyptus que cau­

sa conjuntivitis y el HaemophiZus duareyi que causa lesio-

. nes d~rmicas chancroidcas, ambos en el hombre. 

En 1963, Olander aisl6 una bacteria de una neumonía -

en cerdo, la cual rcquer!a para su crecimiento el factor V 

(NAO) y que produc!a una marcada hem6lisis en agar sacgre 

por lo que se le denomin6 Haemophilua parahaemoZytious, -­

primer reporte realizado en California, USA. (50). Ese --­

mismo afio en Argentina se investig6 un brote de pleuroneu­

monía de tipo agudo en cerdos y se denomin6 HaemophiZ!,a -­

pleuPopneumoniae (54). Se lleg6 a la conclusi6n de los es­

tudios de Olander y Shope que el Hacmophilus parahaemcty-­

ticus y el liaemoplzil11a plcuro¡meumowiaC! son la misma bac-­
tcria. 

Recientemente (1983) se ha propuesto que Haemophilus 

pZ.cuPopncwnoniae y Pa:;lcm•dla 1rne1110Zytiaa están fuera de 

lugar en sus respectivos g6ncros, y que deben transferirse 

al g6noro AatinobaaiZZ110 al que se asemejan mucho (5Sa). 
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B. CARACTERISTICAS MORF'OLOGICAS, 

Las cepas de HacmophiZua pZeuvopncumoniae son microor­

ganismos plcom6riicos que se observan generalmente como -­
pequeños bastones gram negativos, capsulados, de aproxima­

damente 0.5-1.5 µm de largo y 0.3µm de diámetro, son inmo­

viles, no esporulados, aerobios y anaerobios facultativos, 

además crecen bien en medios enriquesidos que contienen -­

factor V (NAD) pero no requiere el factor X (Hemina) (17, 

40). 
Por su necesidad del factor V crecen en la proximidad 

de las colonias de Stapiiy iococcua aureua, fen6meno. que se 

conoce como satelitismo. 

CARJ\C'rERIS'l'ICliS BIOQUIMICAS DE 
Hacmophilus pZeuvopneumoniac (14) 

Factor V + Lactosa 

Factor X Ribosa 

Cata lasa d Xi losa 

Nitratos + l\rabinosa 

Oxidas a d Dulcitol 

Urea + Inositol 

lndol Dextrosa 

Citrato Fructuosa 

Vogues-Proskauer Maltosa 

Rojo de metilo Manitol 

Hernólisis beta + Fosa fa tasa 
alcalina 

Factor V N/\D + positivo 

F'act:.or X Hemina negativo 

L .. ligero 

d .. dudoso 

+ 

+ 

+ 
L 

L 

+ 
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C. ORIGl~N Y. EFECTOS DE U\ NlfüMONIA. 

r:ntre los factores que predisponen a los problerr.as re~ 
piratorios se encuentran los cambios bruscos de temperatu­
ra, malas condiciones de higiene, stress debido al manejo 
y adquisici6n de nuevos animales. Algunos autores conside­
ran que el factor mus importante es la densidad de la po-­
hlaci6n animal (26) y otros estudios muestran que el mne­
jo y el ambiente juegan un papel importante en la inciden­
cia y gravedad de neumonías (10, 33, 74). 

J,a neumon!a causas por Haomophi'lua ploi1ropneu.moniae es 

una enfermedad seria, la cual tiene un jmpacto econ6mico -
significativo, teniendo como características en su forma -

crónica, la disminución de peso y del crecimiento y una -­
baja conversi6n de alimentos, provocando mayor costo para 
el porcicultor los animales que se mantienen vivos que los 
que mueren por la forma aguda (26). 

Esta enfermedad está ampliamente distribuida y ha sido 

reportada en Suiza, Estados Unidos (50), Holanda (44), Di­
namarca (44), India y Jap6n (16), Canadá (66), Australia 
(43), Alemania, Suecia, Bélgica y Francia (25). En ~><~xi.ca 

el primer aislamiento reportado fu~ un brote en Tla~:cala -
(51), posteriormente en otros principales estados porcicu.:!:_ 
to.res de la zona del Dajfo en donde los problemas respira­

torios tienen una gran importancia. 

El perfodo de incubaci6n de la bacteria es corto, exp~ 
rimcntalmentc de menos de 6 horas, atmquc en condiciones -
de campo varia entre 12 y 24 horas (43,44,69). 

En un análisis de 15 brotes en Dinamarca (44) se obtu­

vier6n los siguientes datos: 
Morbilidad de 8.5% a 40% 
Mortalidad de 0.41 a 24% 
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C.l Morbilidad y Mortalid~d. 

La dificultad para la evaluación de la morbilidad ha -

sido manifiesta en los brotes mexicanos, que se han carac-­

terizado por los siguientes hechos: 

l. La morbilidad varia según la edad de los animales. 

2. La mayoría de los brotes detctados han sido en ani·· 

males de .30 a 50 Kg. de peso. 

3. Ocacionalmente difunde a animales adultos. 

·4, La morbilidad puede alcanzar en el lote afectado 

hasta el 80%, en tanto que la mortalidad, aún en 

presencia de tratamiento puede ser hasta del 35% 

( 39). 

D. TnANSMISION. 

La transmisi6n de HaemophiZus pleuPopneumoniae se lle­

va a cabo fundamentalmente por contacto directo, este modo 

de transmisi6n se intensifica cuando: 

l. Se utilizan corrales o jaulas que permiten el con­

tacto. 

2. Se mezclan constantemente animales de diferentes -

grupos. 
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E, PATOGENill.. 

Los datos disponibles sugieren que la enfermedad se -­

produce cuando el microorganismo llega a nivel alveolar -

y su virulencia estA muy asociada a uno o varios factores 

que parecen ser endotoxinas y/o exotocinas. Se ha probado 

experimentalmente que el sobrenadante del medio de cultivo 

libre de bacterias puede inducir neumonía localizada mi--­

croscópicamentc, similar a la causada en cerdos infcctudos 

(9) • 

El llaemophiZua p'leu:ro¡meumoniae resulta citot6xico pa­

ra los macr6fétgos alveolares del cerdo y células mononu--­

cleares de sangre perif~rica. La toxina de esta bacteria -

es estable a altas temperaturas (15 min./100° C) y puede -

ser neutralizada con sueros de cerdos con infecci6n cr6ni­

ca (9) 1 se encuentra en la pared celular bacteriana y pue­

do producir trombosis vascular y exudación del flujo ede-­

matoso y hemorrágico, sin embargo el hecho de que las bac­

terias que confieren mayor protecci6n son las que tienen -

cápsula y no toxoide demuestra que la toxina no es el úni­

co factor de patogenia ivolucrado (64). 

La bacteria penetra por v!a a~rea y se transmite de -­

cerdo a cerdo debido a la proximidad entre animales dentro 

de una granja. El brote se presenta súbitamente y se detec 

ta por la muerte de algunos cerdos en la granja. 

1 
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F. SIGNOS CLINICOS, 

La neumonía es un proceso inflamatorio del parénquima 
pulmonar, casi. siempre cnusndo por infección. La ncumonín 

causada por llaamc>phitzrn pl.eio•oprwumo1ziae puede tomar dos 
formas· (56): 

l. Neumonía hemorrágica aguda. 

Los signos encontrados son los siguientes: 

a) Anorexia. 
b) Dificultad respiratoria caracterizada por respi-

raci6n diafragmática rápida. 

e) Cianosis en orejas y extremidades. 
d) Inmovilidad. 
e) V6mito ocacional. 
f) Muerte con hemorrágia nasal en uno o cuatro días 

o bién recuperaci6n espontánea. 

2. Neumonía hemorrágica sobreaguda. 

La manifestaci6n mt.ís marcada de esta enfermedad es 

la muerte sabita de los animales y la presencia de hemorr.9_ 
gia nasal, poco antes de esto se logran detectar los si--­

guiente signos: 

a) Temperatura elüvada (4lºC-42°C), 
b) Cianosis en piel, abdomen y oreja. 

e) Hemorrágia y espuma en nariz. 

d) Chillidos agudos, opist6tonos y muerte. 
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G. LESIONES. 

Las lesiones oboarvadas con mayor frecuencia son: 

l. Lesiones macroscópicas. 

a) Pericarditis. 
b) Hidropericardio. 
e) Hidrot6rax de líquido' sanguinolento, 

d) Hemorr~gias en el miocardio 
e) Adherencias pleurales. 
f) Infartos en 16bulos diafragmáticos. 

g) Friabilidad en la zona infartada. 

2. Lesiones microsc6picas, 

a) Zona de infarto. 
b) Edema vascular. 
c) Infiltraci6n peribronquial y perivacular de 

c~lulas mononucleares (linfositos y macr6fagos) . 

el) Hemorrligias en alveólos. 
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H. CONTROL DE LA ENFER~IBDAD, 

La enfermedad se convierte en un problema de difícil -
control aunque las combinaciones de ampicilina y penicili­

na han sido eficaces en la mayoría de los brotes tratados, 

esto es sólo al inicio ya que posterior~ente su efectivi-­
dad decrece. 

La gravedad actual del problema obliga a sugerir un -­
sistema de control basado en los siguientes puntos: 

l. Control zootécnico que incluye control de ventila-­
ci6n, espacio y temperatura para granjas de engorda 
y no introducción de animales de otras granjas en -
explotaciones de erra. 

2, Reducir la densidad de la poblaci6n animal. 

3. Vacunación con bacterinas hechas a base exclusiva-­
mente de HaamophiZus pZeuropneumoniae de la regi6n, 

con revacunaciones frecuentes (probablemente cada -

60 aras por su poca efectividad) • 

4. En granjas donde ya existe el problema un tratamien 
to masivo de antibióticos. 

S. Disminuir al mínimo el mezclado de animales. 
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I. INMUNIDAD Y PROFILAXIS, 

Nielsen (46) observó que al provocar la ncurnon!a expe­
rimentalmente poi· vía intranasal en cerdos y retar después 

con la misma cepa, había protección de madres a. hijos. Es­
to sugirió que la vacunaci6n contra la ,infecci6n por Haa-­

mophil.us pZeuropneumoniae podr!a ayudar en el control de -

la enfermedad. Debido a esto surgieron una variedad de --­
bacterinas, de las cuales la que mejores resultados di6 es 
la que emplea un cultivo de HaemophiZus pZeul'opneumoniae -

de 6 horas, inactivado con formalina unido al adyuvante 

completo de Freud; sin embargo debido a la formaci6n de -­
absc.csos en el sitio de la inoculaci6n esta bacterina no -
ha sido permitida. 

Ninguna bacterina previene la infecci6n por Haemophi-­

lus. pteuroopneumoniae sin embargo algunas reducen las pér-­
didas por muerte disminuyendo muy poco la mortalidad y da­
ño al tejido, Se ha demostrado que la cantidad de anticuer 

pos producidos por la vacunaci6n con bacterina es similar 
a la obtenida por la infecci6n experimental, esto sugiere 
que los t!tulos de vacunaci6n no son suficientemente fuer­

tes para prévenir la infecci6n (52). una mejor protecci6n 

se adquiere con bacterinas añadidas con adyuvantes oleosos 
y no con adyuvantes de gel (26, 47), sugiriendo los resul­

tados que la inmunidad celular tiene un papel importante -
en las defensas del huésped contra la infecci6n de Ha.emo-­

phitua pteu~opneumoniaei tampoco es efectiva la vacuna con 
bacteria muerta. 

En resumen la mayor!a de las bacterinas preparadas --­
contra pat6genos pulmonares han dado pobres resultados. De 

bido a estos se ha sugerido que la cápsula bacteriana y la 
endotoxina constituyen el ant!geno protector ya que los 

culti"os de bacterias atenuadas con fomalina dan mejor 
proteoci6n (45, 53, 77), 
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J, CAPSULA BACTERIANA. 

Las bacterias pQt6genas deben su virulencia a los corn­

ponenentes antifagocitarios de superficie que se eviden--­

cian en ocasiones ~omo cc!ipsulas bien definidas. Estas es-­
tructuras superficiales consisten en geles hidr6f ilos que 

protegen a los org<1nismos de la ingesti6n por fagocitos y 

se ponen de manifiesto mediante tinci6n negativa, en una 

suspensi6n de tinta china en la cual forma una banda entre 
el medio (opaco) y el cuerpo bacteriano, que aparece más -

teñido o más refractil. 

También pueden teñirse con colorantes especiales y --­

adem§s, al ser expuestas a anticuerpos anticapsulares esp~ 

c!ficos, aumentan su tamaño y refractividad (21). 

Se han podido identificar las estructuras qu!micas de 

los geles capsulares de varias especies bacterianas, la -­

c~psula del P1zeumooooaus tipo 3 por ejemplo, estti compues­

to por un polímero ae glucosa y ácido glucur6nico de alto 

peso molecular. Tal~s estructuras capsulares pueden inter­

ferir el proceso de fagocitosis y contribuir asr a incre-­

mentar la virulencia, esto resulta evidente en el caso del 

Dip foaoaoua pnoumoniaa. Se el comportamiento de las cepas 

capsuladas L (lisas) se comparan con el de las cepas no -­

capsuladas R (rugosas), las primeras resultan resistentes 

a la fagocitosis en ausencia de anticuerpos y son altamen­
te virulentas para el rat6n, mientras guc las dltimas son 

fagocitadas rttpidamc.rnte y por lo tanto avirulentas; la su­

presión enzim~tica del gel capsular puede realizarse faci;;_ 

mente en el caso del Pneumoaoaazw tipo 3 transforma al or­

anismo en no patógeno y lo hace sur.cept.il.ile a la fagocito­

si.s; de modo parecido los anticuerpos frente al polisacá-­

rido capsular se combinan espcc!f icamente con ~l destruye!! 
do sus propiedades antifagositarias. 
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Durante la fase de crecimiento exponencial, cuando la 

proporción del polisacárido sintetizado es máxima las cáp­
sulas son gr.andes y el organismo muy virulento. En la últi 
ma fase de crecimiento estacionario disminuye la s!ntesis 
del polisacárido, las cápsulas se hacen pequeñas y los or­

ganismos son menos virulentos (20), 

Al microscopio electr6nico la cubierta capsular no -­
muestra ningfü1 detalle estructural; las verdaderas cápsu-­
las muestran l!rnites bién definidos y para separarlas del 

cuerpo bacteriano puede ser necesario utilizar un trata--­
miento enzimático, si bién es frecuente que las sustancias 
capsulares solubles pueden ser detectadas inmunol6gicamente 
en los filtrados de cultivo. Ciertas cápsulas sin embargo 

no presentan límites precisos y su superficie externa se -
confunde con el medio circundante. 

Estas propiedades impiden establecer la distinci6n -­

precisa entre productos de excreci6n de elevada viscocidad 
y la propia estructura celular, además ciertas mutantes -­
carecen de cápsula visible, aunque presenten una microcáp­
sula detectable mediante procedimientos inmunol~gicos tan 

específicos como la misma cápsula (21). 
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J,l Estructura capsular. 

En 1953 Zamenhoff y col, (78) postularon que las subs 

tancias tipo específico de Haemophiius influenzae tipo b -
estaban compuestas de cadenas de polirribofosfato con unio 

nes diéster 3, 5 fosfato entre las unidades de ribosa, Pu­
blicaciones posteriores (61, 62, 63, 79) establecieron la 
doble unidad de ribosa como bcta-d-ribosa-'fosfato-beta-d­

beta-d-ribosa fosfato. 

Anderson y col. ( 3) y Schneerson y col. ( 67) repor-­

taron !ndices equimolares de f6sforo y ribosa, pero Ande! 
son sólo pudo explicar dos tercios del total del peso, -­
Schenerson report6 que ciertas cepas de Esaha:riahia aoli 

tienen reacci6n cruzada con el polímero capsular de Hae-­

mophiZus influonzae tipo b y con otros polímeros que con­
tienen ribitol, de bacterias gram positivas espec!ficame~ 

te BaaiZlus subtiZis, BaaiZZus pumiZis y StaphyZoaoaauo -
aureus sugiriendo la presencia de un polímero llamado 
polirribitol fosfato. Crisel y col. (18) plantearon que -

la estructura posible del pol!mero capsular bacteriano, -

inv~stigado en HaemophiZus infZuenzae tipo b es la si---­

guiente: 

H O H ff ff 

uoc/~ 11 o o o 11 o 
e e - o - e - e - e - e - e - o - p -

"\u u/" H H H H H O Na 

c--c 
- o OH 

Estructura del polirribitol fosfat~ 
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J.2 Síntesis y liberaci6n del polisac~rido capsular. 

Pittman (55) observ6 que la encapsulaci6n de células 

en medio s6lido determinadas por iridiscencia fu~ más no-­
toria en colonias jovenes, en las que el ant!geno apareci6 
en el medio; Alexander (1) encontr6 que la encapsulaci6n -

as! como la morfolog!a de los mismos bacilos empieza a de­
teriorarse después de alcanzar cierta densidad bacteriana 
en la superficie del medio s6lido, el deterioro en medio -

liquido es más graduada, el infirió que las responsables 
eran enz!mas autol!ticas, pero no report6 si en antígeno -
era degradado o solamente liberado de la bacteria en desin 
tegraci6n. 

Dingle y Fothergill (20) encontraron que la adici6n -

de glucosa, la neutralizaci6n de la acidez y el aereamien­

to aumentaban al máximo el crecimiento bacteriano en medio 
líquido pero no reportaron la relaci6n de estos con la pr~ 

ducci6n del polisacárido capsular. otros investigadores -­
poateriormente, prepararon polirribitol fosfato empleando 
el procedimiento de Alexander (79) para permitir la líber~ 
ci6n espontánea del ant!geno hasta la desaparici6n de la -

cápsula como lo revela la reacciOn de Quellung. 

Anderson y col. (4) encontraron que el contenido de -
pentosas en el sobrenadante parece ser una base sólida pa­

ra la cuantificaciOn del ant!geno capsular en las prepara­
ciones, haciendo las debidas correcciones por las altera-­

ciones que puedan causar los ácidos nucléicos de células -
rotas en el medio. La liberaci6n de estos ácidos logr6 di~ 
minuirse con la utilizaci6n de un medio preparado con cas~ 
minoácidos y extracto de levadura, junto con glucosa y un 

amortiguador de fosfatos, el cual se ide6 por varios ha--­

llaigos en sus experimentos: 
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l. Demostr6 que un cultivo de BaemophiZua influencae 

tipo b libera 23mg de polirribitol fosfato por mg -
de células en el curso de cuatro a cinco dfos, can-
tidad que en dos días era la mitad, y al menos una 
cantidad do PRP permanecia asociada a la '• c(llula de~ 
pu~s de que determinaba la liberaci6n. 

2, Observó que la liberaci6n de polirribitol fosfato 
(PRP) es muy lenta a 4°C y es más rápida a 37ºC que 
a 25°c, esto solo vari6 en presencia de formaldehí­
do, 

J, La concentraci6n de PRP alcanza un máximo que per-­
manece constante varios días. 

4. La adici6n de glucosa mayor del 1% estimula la pro­
ducci6n de cápsula y el crecimiento bacteriano, la 

ribosa posee un efecto similar, y el ribitol no in­
crementa ni la síntesis, ni el crecimiento. 

S. La adici6n de amortiguador de fosfato de sodio in-­
crementa el rendimiento y la producci6n de la cáp-­

sula. 

6. La liberaci6n completa se realiza sin cit6lisis ap~ 
rente. 

7. El rendimiento de PRP por célula es un poco mayor -

en medio líquido que en s6lidos y semis6lidos. 

8. El material capsular aislado puede ser reducido de 

tamaño por incubaci6n con suspenciones celulares -
involucrando enzímas periplasmáticas. Dicha ruptu­
ra no es necesaria par.a el proceso de secreci6n. -

Cantidades pcqueilas de otros antígenos son libera-­

dos en el medio y ayudan al estímulo inmunol6gico. 

9, La meta de estos experimentos es aplicar los resul­
tados a otros polisacáridos capsulares bacterianos. 
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J.3 Aislamiento del polisacárido capsular. 

El polisacárido capsular parece ser el principal de-­

terminan te de vi.nllencia en infecciones sisUimicas (1) y -

el reciente interés de usarlo como potencial inmunoprotec­

tor ha inducido esfuerzos para mejorar los m6todos de purl 
ficaci6n (57, 71). 

En las primeras investigaciones para el aislamiento -
del polisacárido capsular del HaemophiZua infZuenzae tipo 

b se utiliz6 la prccipitaci611 fraccior.cl::!:i de filtrados de 
lfquidos de cultivo con solventes org~nicos, posteriormen­
te se han usado precipitaciones mrtltiples (20) o electro-­

foresis (78) para separar el ant!geno de otros materiales 
precipitables en los cultivos. 

Zarnenhoff y Leidy (79) extrajeron el polisacárido caE 
sular de bacterias suspendidas en medio líquido a partir -

de un medio s6lido de la misma especie, reduciendo el vol~ 
roen de trabajo y eliminando la mayor1a de los contaminan-­
tes potenciales, utilizaron el dodecilsulfato de sodio pa­

ra reducir las prote!nas y e~ carb6n para adsorber los --­
ácidos nucléicos. Rodríguez y col. (59) aislaron el poli-­
sacárido capsular de Haemophilus infZuenzae tipo b a par-­

tir de células preparadas de forma similar, por intercam-­

bio de iones o extracci6~ con cloroformo. 

Estos estudios han demostrado que el polisac~rido caE 
sular os sintetizado durante el crecimiento y en los pri-­
meros ostad!os de la fase estacionaria¡ para este tiempo -
la mayoría de los antígenos han sido liberados al medio -­
(4). Por lo tanto el rendimiento 6ptimo se obtiene median­
te el aislamiento del polisacárido capsular de los sobre-­

nadantes de cultLvo, el cual contiene otros materiales de 
la bacteria así corr.o. componentes del mi;idio, nccesa1:ios pa­
ra el crecimiento de lloomophilua infL1tonzaa tipo b. 
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El uso de la precipitaci6n con detergentes de nitr6-­
geno cuaternario para el aislamiento del polisacárido cap­

sular fuá introducido por Jaques y col. (30) y desarrolla­
da ampliamente por Scott (65) principalmente con poHmeros 

de tejidos animales y plantas; desde entonces este princi­

pio ha sido usado para el aislamiento de varios polisacá-­
ridos capsulares bacterianos, incluyendo cultivos totales 

de Neisse!'ia maningitidis serotipos A, B y e (24) dando -­
buenos resultados en las preparaciones de soluciones inmu­
nologicamente activas de gran valor en el estudio de las -
respuestas del hospedero a la vacunaci6n contra especies -

pirogénicas gram negativas. 

Esta metodologta se ha aplicado al aislamiento del p~ 

lisacárido capsular del HaemophiZus infZuenzae tipo b (5) 

encontrando que: 

l. La adici6n de bromuro de hexadeciltrimetilamonio -
(HB) al cultivo en concentraci6n suficiente para -

precipitar el polisacárido capsular causa la libe­
ci6n de una cantidad abundante de material macro-­
molecular que precipita tambi~n, por lo tanto es -
ventajoso adicionar el detergente al sobrenadante 
de cultivo celular y as! evitar pasos posteriores 

de purificaci6n. 

2. Con este método se precipita al menos el 80% del -

polisacárido capsular junto con una cantidad pro-­
porcional de ácidos nucl~icos. 

3. se precipitan casi el 10% de las proteínas sin 
evidente selectividad, 

4. La concentraci6n de. proteína fácilmente se redujo 

por extn1cci6n con fenol fr!o sin p~rdida del poli­

sacárido capsular. 
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S. La extracci6n con fenol disminuye el porcentaje de 

lipopolisacáridos presentes. 

6. Extracciones con sales de sodio y calcio elimina-­
ron cierta cantidad de estas substancias también. 

La inmunogenicidad de un extracto con polisacárido -­
bacteriano puede variar debido a su peso molecular (27) -­

y/o por el.contenido residual de agentes inmunoprecipitan­
tes diferentes a los poli.sacliridos (68). 

Todos los datos descritos anteriormente llevaron a -­
Anderson e Insel. (6) a proponer una t~cnica ~ara la extra~ 

ci6n del polisacárido capsular de BaemophiZua infZuen~ae -

tipo b con la menor cantidad posible de proteínas y ende-­
toxina, este extracto indujo anticuerpos contra PRP en co­

nejos recHin destetados y anticuerpos contra los componen­

tes som~ticos de Haemophilus influanaaa itipo b principal-­
mente contra lipopolisacliridos, además excedi6 en gran me­

dida al PRP puro en la estimulaci6n in vitPo de la incor-­
poraci6n de timidina tritiada (Hl) por leucocitos rnononu-­

cleares de sangre humana. 

En estudios posteriores estos autores determinaron -­

los anticuerpos contra componentes somáticos bacterianos y 

ensayaron el extracto en adultos humanos voluntarios, ino­
culando por vta intramuscular, resultando que el extracto 
en adultos es aceptable si bién no se demostr6 un increme~ 

to notable en la inmunogenicidad de PRP, debido tal vez a 

que los experimentos se hicieron en adultos y la actividad 
de HaemophiZua infZuenzae tipo b se manifiesta en nifios 
cuya memoria inmunol6gica para los determinantes do PRP -­
está poco desarrollada (6). 
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CAPlTULO DOS 

O B J E T 1 V O S 

El presente trabajo intenta obtener. un extracto donde 

se encuentre la mayor cantidad de polirribitol fosfato --­
(PRP) y pequeñas cantidades de proteína y endotoxina de -­

Baemophitua pieuPopneumoniae serotipo 5, a partir de los 

sobrenadantes de cultivo por medio de la precipitaci6n con 

detergente cati6nico (bromuro de hexadeciltrirnetilamonio) 

y fraccionamiE)nto por tamaño molecular del polisaclirido -­

capsular, eKtrayendo el precipitado con soluciones de clo­
ruro de sodio progresivamente más concentradas siguiendo -

una t~cnica ya establecida, que ha servido para obtener el 

mismo extracto del iiaemophHus inftuanr.ae tipo b. 

Se probará la inmunogenicidad de la preparaci6n resul 

tante mediante la inoculaci6n en conejos adultos; intcn--­

tando con esto iniciar el estudio del antígeno capsular ··­

como una posible vacuna que proteja contra las infeccion8s 

causadas por HaemophiZus pteuPopneumoniae. 
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Cl\PlTliLO TRES 

M A T E R I A L E S Y H E T O D O S 

} A. C URVP. DE CRECIMIEN'l'O. 

En un volumen de 50ml de casaminoácidos más extracto 

de levadura fresca se sembraron inoculas de Haemop11 i Zua - -

pleu2•opnaumoniae durante 8 ho.ras a 37°C, de este crecirnie!!_ 

to so hizo una diluci6n 1: 10 y se inoculo em natraccs ne­

felom~tricos que contenían 250ml de medio fresco y est6ril; 
los matraces se incubaron a 37ºC con agitaci6n a 100 rpm. 

Las lecturas de absorbancia se tomaron a diferenste inter­

valos de tiempo (41) a una longitud de onda de 550 nm. 

B. EXTRACCION DEL COMPLEJO POLISACARIDO. 

Reactivos. 

- Medio de cultivo: 

Casamyno Acyd Yeast (C Y / litro) 

Casaminoácidos .•••.••••••• 10.0g 

Extracto de levadura'...... 5.0% 

Glucosa . .. . • .. • .. • • • • .. .. . 5.0g 

Soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 7.2 

- Bromuro de hexadcciltrimctil.amonio (HD) 

- NaCl 0.2M, 0.4M y l.OM 

- Etanol al 651. 
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Procedimiento. 

Para efectuar la extracci6n del complejo polisac~ri­

do se utiliz6 un cultivo de Haemophilus pZeuropneumon~2e 

~erotipo 5 aislado uc campo por el Dr. Gilberto Ochoa en 

la unidad de Investigacion y Estudios de Posgrado de la 

FES··Cuautitlánl en agar con casaminoácidos y extracto de 

levadura fresca al 5% (CY) que posteriormente se paso a -­

medio l!quido (seis litros), incubado durante 8 horas en -

agitaci6n (fase estaciona'ria del cultivo), aplica:1do la -­

técnica de Anderson (6) que se muestra en el diagrama ¿e -

la figura l. para recuperar la forma irununogénica de PRP. 

La técnica consiste en separar el paquete celular del 

sobrenadante y este t'.iltimo se precipita con el detergente 

cati6nico bromuro de. hexadeciltrimetilamonio, el precir:i-­

tado se extrae secuencialmente con NaCl .a concentracior.es 

crecientes de 0.2M a l.OM, y los extractos se precipita:-i -

con etanol al 65% y se resuspenden en soluci6n salina li-­

bre de pir6genos, los precipitados de los extractes se 
~.raccionaron por centrifugaci6n a 21000 x g durante 20 ::ü::. 

a 4°C y sus sobrenadantes ultracentrifugados a 200000 x g 

durante 3 horas 30 minutos para obtener las f raccioncs 

"PC-A" y "PC-B", que son las más ricas en PRP. 



- 24 -

Figura l. Diagrama de fraccionamiento de la 

fase estacionaria de un cultivo 

de Haemophiiuo pZeuPopncu~oniac 

scr.otipo 5. 

ppt. precipitado 

snd. = sobrenadantc 

HB = bromuro de hc:{adccil tri-
mctilamonio 

PC = complejo polisac~rido 

Todo el procedimiento fue rca-­

lizado a 4°C. 
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C U L T ~ V O 

1 1081 o 

1 ppt<.~~2 
xg 20 min, 

snd 

0.01M HB, 30 rnin. 
10800 xg 20 min. 

3 ppt 4 · snd 

· · · . ·l1avado con HB 0.01M 

~·10800 xg, 20min. 

4: ~pt'- . ~snd 
0,2M 

5 ppt ~snd 

1~~~persión con NaCl 0.4M 
~00 xg, 20 min. 

7 ppt 

9 shd 

ersión con NaCl 1M 
O xg, .20 min. 
·~~~~~~~~~ppt 

6 snd 

65\ Etanol,16 hrs. 
21200 xg, 20 min. 

~
5\ Etanol, 16 horas 8 ppt~ ~snd 

21200 xg, 20 min. ~ 
, >snd dispersión en sol. sali 

11 ppt a libre de pirógenos 
,1200 xg, 30 min. 

spersión en sol. salina ..- '·---
bre de pirógenos 10 ppt ~12 snd 

.. 200 xg, 30 min. ): 

13 ppt -----)15 snd ~~~o~in. 

~ \ 

oo xg 14 PC-A '16 snd 
s. 30 min. 

~ ~ 
18 PC-B 17 snd Figura 1. 



- 26 -

C. ANALISIS DE LAS FRACCIONES, 

En las seis a1timas fraccones incluyendo "PC-Att y --
"PC-B" se analizaron y se cuantificaron: 

l. Proteínas por el ~té todo de Kalb y Bernlohr ( 32). 
2. Pentosas por el Método de Orcinol (8). 

3. Endotoxina por el Micrométodo de gelaci6n de lisa 
do de amebocito de limulus (22, 60). 

4. Electroforesis con gel de poliacrilamida dodecil­
sulfato de sodio (SDS-PAGE) (37), revelando con 
nitrato de plata.(21 

C.l Deterrninaci6n de Proteínas. 

MIStodo de Kalb y Bernlohr. - Una manera de deter::iinar 
las concentraciones de proteínas en extractos libres de -

cl'!J.ulas en forma rápida y precisa es usando la mediciór: -
de la absorbancia a 230 y 260nm. , estas dos longitudes de 

onda disminuyen la interferencia por ácidos nucléicos y -

dan una sencibilidad equivalente a la del método de Lo~:y 
(36), y es menos dependiente a los cambios de concentra-­
ci6n de los amino~cidos de las proteínas que estan c~an:i 
ficandose. 

Kalb y Bernlohr ll~garon mediante la relaci6n de las 

absorbancias de 230 y 260nm a una ecuaci6n para obtener -
la cantidad do proteínas en la muestra en microgramos pcr 

mililitro. 
Procedimiento, 
a) Medir la absorbancia de las fracciones a 230nm. 

b) Medir la aLsorbancia de las fracciones a 260nm 

el Realizar: el siguienta cálculo: 

183 A230 - 75.8 A260 = microgramos/rnililitro 
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C.2 Dcterminaci6n de Pentosas, 

M€todo de Orcinol,- La determinaci6n de pentosas li-­
bres o fosforiladas en presencia de adenosina, AMP, ADP o 

ATPronsiste en una hidr6lisis alcalina preliminar de la -­
muestra, que se realiza con una soluci6n O.lN de NaOH ca-­

lentada a lOOºC durante 5 minutos, donde las pentosas li-­
bres y fosforiladas se descomponen completamente, pero los 
azlÍcares un'idos a purinas no son afectados¿ determinando -

el valor de orcinol antes·y después del tratamiento con -­

álcali. 

Reactivos. 

Fec13.6H2o al 10% en agua. 
HCl concentrado .. 
Orcinol (5 metil- 1,3 dihidroxibenceno), 

Etanol al 95% 

NaOH O.lN 

Procedimiento. 

a) A 1.5ml de la muestra se le adicionan 3 rnl de u~ -­
reactivo ácido preparado por la mezcla de O.Sml de 

una soluci6n al 10% de FeC1 3. 6H2o en lOOml ele !!Cl. 
b) Se adiciona a la mezcla 0.2ml de una soluci6n ele ~ 

orcinol al 6% en etanol al 95% preparada poco ar:~es 

de usarce, 

c) La soluci6n resultante se calienta en bafio Marfa -­
durante 3 min. para la eleterminaci6n cualitativa de 

pentosas o 20 ruin. para la determinación cuantitat~ 
va en las Oltimas condiciones la ribosa y la 3-fos­
fato ribosa desarrollan color de amarillo a ver¿e, 

d) Las lecturas se toman en el punto de m~xima absc~-­

bancia a una longitud de onda de 665nm. 
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C.3 Determinaci6n de. Endotoxina, 

Micromfitodo de gelaci6n de lisado do amebocito de li­

mulus. - Esta prueba ha tenido mucha aceptaci6n para la de­
tccci6n y ensayo de endotoxinas bacterianas en drogas pa­

renterales y diversos medicamentos, comunmente la prueba -
se realiza en ~ubos de vidrio en los cuales a O.lml de la 
muestra problefua se le adiciona O.lml del lisado de amebo­
cito, y se.incuba a 37ºC durante 1 hora. La presencia de -

endotoxina causa la form<i"ci6n de un gel firme que puede -­
detectarse fácilmente invirtiendo el tubo, 

Estas pruebas tienen la ventaja de ser sencillas y de 
fácil interpretaci6n de los resultados obtenidos, pero re­

sultan muy caras en diluciones seriadas por el alto costo 

del reactivo. 

· Flawer describi6 una rnodif icaci6n del rn~todo en tu~o 

usando capilares de vidrio para leer los resultados des--­
pu~s de la incubaci6n de la mezcla en una placa de vidr:o; 
Gardi y Arpagaus completaron la microtécnica mezclando ;::1-

rectamente en el capilar 1 microlitro de la muestra con l 
rnicrolitro del reactivo para la prueba, obteniendo los re­

sultados al sumergir el capilar. verticalmente en una sc:.y­
ción coloreada¡ en presencia de endotoxina se forma un ~el 

que impedirá el paso del colorante, en caso contrario el -

col.orante subirá al capilar, 

Reactivos. 

Liofilizado de lisado de amebocito de limulus. 
Liofilizado de cndotoxina de ~sahcriohia aoZi 

1\zul de brornofenol en una soluci6n al O .1 % en un a-:1or 
tiguador etanol fosfato (22), 
1\gua libre de pir6genos (control negativo). 
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Procedimiento. 

a) En un capilar de 5 microlitros se absorbieron pri­

mero 1 rnicrolitro de liofilizado da lisado de ame­

bocito de limulus, y despu6s 1 rnicrolitro de la -­

muestra problema; para mezclarlos bi6n el conteni­

do fué soplc1do sobre un portaobjetos y reabsorbido 

en el mismo capilar. 

b) 

c) 

Los capilar.es se incubaron en posici6n horizontal 

en una c~mara húmeda a 37ºC durante 45 minutos. 

Para leer los resultados el capilar se sumerge ver 

ticalmente do 2 a 3 segundos en un tubo que con tic 

ne azul de bromofcnol, a una altura de 6cm, si el · 

colorante sube al capilar indica que no hay forma­

ci6n de gel por ausencia de endotoxina, siendo el 

resultado negativo: si el colorante no sube por la 

formaci6n de un gel firme se considera que la mue.:?_ 

tra contiene endotoxina lo que indica que el resul 

. tado es positivo. (figura 2) 

Previamente para poder establecer el límite de detec­

ci6n que tiene el lisado de amebocito de limu);us utilizado 

se realizan diluciones seriadas de concentración conocida 

de un liofilizado de endotoxina de Eaaheriahia aoZi. 
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( 7.) 

cubreobjetos 
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~ lul 

Lisado de amebocito 

f 

L, 
1uestra p1:oblcma 

t 

( 3) ¡ 4) 

~"'~ 

~ (5) ~ti {i 6 cm . . 
I,)~,~ 

!lc9atl vo l1zul de llromofcnol Po si t; i v-J 
(sin cndutoxina) (con cndoto:dna) 

Figura 2. 
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C.4 Electroforesis. 

La electroforesis es el movimiento de partículas car­

gadas en un campo el6ctrico. En la t€cnica convencional la 

corriente eHictrica es conducida por un amortiguador a trEl 

v6s de un medio sor:iorte tal como la acrilamida; la separa­

ci6n tiene lugar a un pH y fuerza i6nica constante, los -­

i6nes do la muestra se desplazan dependiendo de su carga -

neta hacia el ánodo o cátodo. 

Geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS­

PAGE). 

a) Gel de separaci6n. 

Reactivos. 

Tris (Hidro>=imetilamino metano) 2M, p!I B. 8 

Dodecilsulfato de sodio (SDS) . 
Acrilamida (30i acrilamida y 0.8% bis acrilamida) 

Porsulfato de potasio (O.lg en lOml) 
TEMED (N N N- N' tetrametilondiamino) 

Procedimiento. 

Mezclar Gml do Tris, 0.3ml de SDS, 7.5ml de acri-­
lamida, O.Sml de persulfato de sodio y 15.4ml de agua; el 

matraz que los contiene se conecta a una bomba de vacío -­

por 5 minutos y posteriormente se adiciona el 'l'F.MED. La -­

,ezcla se vierto a la enmara de electroforesis rápidamente 

guardando una pequcfin cantidad para observar el momento en 

que pol irnoi:iza. 
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b) Gol de condonsaci6n. 

Hcactivos. 

'.l'ris 2M, pH 6. 8 

sos 10'1> 

Acrilamida (301 acrilamida y 0.81 Bis acrilamida) 

Pcrsulfato de potasio (O,lg en lOml de agua) 

'l'EMED o. lml /ml 

Procedimiento. 

Mezclar 0.65ml de TRis, lOml de SOS, lml de acri­

lamida, l.OSml de persulfato de sodio y 7.lml de agua en 

un rnatruz que se c01wcta posteriormente a una bomba de --· 

vacio durante 5 minutos~ se adiciona el gel con la mayor 

r4pidcz quedando unn pequefia cantidad en el matraz, se c~ 
loca el peine de 20 posiciones y cuando se observa en el 

matraz la polimerización se quita el peine quedando los -

pozos bi6n definidos. 

e) Amortiguador. 

Reactivos. 

•rris 

Glicina 

sos al 10% en agua 

l'rocedimicnto, 

Mezclar 4,Sg de Tris y 2E.8g de glicina con 20ml 

de SOS étl 10~; y aforar n 2 litros, 

<l) Soluci6n di9ostoia. 



Reactivos, 

'l'ris 

sos 
Glicerol 
2-mercaptoetanol 

Procedimiento. 

~ 32 .. 

Preparar 20rnl de una soluci6n con concentraciones 

finales de 0,125M de Tris, 21 de SOS y 10% de glicerol, a 

esta mezcla se le agrega 2,5% de 2-mercaptoetanol y 1% de 

rojo de fenal en concentraciones finales. 

e) Preparaci6n de las muestras. 

Se colocan 200 microlitros de cada una de las --­

muestras en tubos de ensaye debidamente etiquetados, se -

sumergen en nitr6geno líquido y se liofilizan. Una vez -­

liofilizadas las muestras se les adiciona 25 microlitros 
de solución digestora, se resuspenden y so calientan en -

bafio María durante 5 minutos, con la ayuda de una jeringa 

se colocan 25 microlitros de cada una de las muestras en 

los pozos. J,a electroforesio se realiza a 40 m1\ a tcmper~ 

tura ambiente. 

f) Tinci6n de los geles con nitrato do plata. 

Reactivos. 

Metanol al 50% 

Nitrato de plata 

Hidróxido de sodio al O.JGI 

Hidróxido de amonio 14.BM 

Agua dcslonizada 
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Acido cítrico al 11 

Formaldehido al 381 

ProcecUmien t:o, 

Despu~s de corrida lR electroforesis el gel se su 

mcrgg en metano! al 50% durante 1 hora. 1 

Preparación de soluciones. 

Soluci6n A, Se disuelve O.Bg de Agtm3 en 4ml de 

agua. 

Soluci6n B. Se rnczclan 21ml de una soluci6n al --

0. 36% de NaOII y 1.~ml de NU 40H 14.3M 

Soluci6n C. Se adiciona la soluci6n A gota a qota 

en la solución B y se lleva a un volu 

men final de lOOml. Esta solución de­

be usarse dentro de los 5 minutos si­

guientc6 a su preparación. 

Primero se tifie el gel con la soluci6n e durante 

15 minutos mantcniendolo en agitación, ~osteriornente ac 

lava el gel con agua desiontzada durante 5 minutos¡ dcs-­

pu6s se revela el gel durante 15 min. en una solución de 

0.25ml de formaldchído al 38% y 2.6ml de ~cido cítrico a~ 

lO!ti en 500ml de agua y .. 

Finalmente el gel se lava con rnctanol al 50%. 
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g) Cfilculo de ln movilidad iclativa de las proteínas. 

La movilidad relativa de las protcfnas contenidas e~ 

las mu3atras es el dcsplaznmiento que sufren con respecte 

al corrLücnto total de la muestra, obtenicndose bajo la -

sigu.icmte fórmula: 

d prote!nns 
= 

d muestras. 

Rf = movilidad relativa 

d proteínas -- distancia recorrida por las 
proteínas 

d muestras "" Distancia recorrida por las 
muestras. 
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O. AN!\LISIS DE Ll\ ANTIGENICIDAD DE Ll\S I:'H..Z\CCIONES, 

Se utilizilron sois conejos de raza Nueva ZelRnda 
adultos, con un peso pror.mdio de :rng (3 machos y 3 hem--­

brns), de los cuales dos se inocularon con la fracci6n -­

PC-A, dos con la fracci6n PC-B y dos quedaron como con--­
troles, 

1. El inóculo se prcpar6 mezclando O. 25ml de la frac 
ci6n PC-A o PC-B con 0.25ml de adyuvante completo de 
Frcud inoculado por vía intramuscular, Siete días después 

se di6 un refuerzo con Q,25ml de la fracción PC-A o PC-3 
por vla intramuscular sin adyuvante. 

Quince días.despu6s de la prirncra inoculaci6n se 

sangraron los conejos por vía intracardiaca, para ¿etcr­

minar el titulo de anticuerpos, dando a los 30 días otro 
ro fuerzo de O, 25ml por vía intranasal; J.¿¡ síntesis de -­
este ensayo se muestra en la tabla siguiente: 



D I A 

o 

7 

1 5 

30 

50 

7 1 

CALENDARIO DE INOCULACION EN CONEJOS 

I N o e u L A e I o N 

0.2Sml de la fracci6n "PC-A" o "PC-B" + adyuvante 

completo de rrcud. 

0.25ml de la fracci6n "PC-A" o "PC-D" sin ~dyu--­

van te. 

Sangrado para determinar el título de anticuerpos. 

0.25ml de la fracci6n "PC-A" o "PC-B" 

Desfí.o con un cultivo vivo de l!aamophiZua pZourop--­

neumom:aa (conc. 1 x 10<) bncteriao/mililitro). 

Sacrificio de los conejos para inpccci6n de 

les iones. 

I M= Intrarnusculatar 

i: 11" ·r 111 r•111.1 :: :1, 

I Ca Jntracnrdiacn 

V I A 

I M 

I M 

I C 

I N 

I N 



1 
- 37 r 

2, Determinacl6n de Anticuerpos 

Ln ck:terminaci6n de anticu~rpos se renliz6 ?Or li:ls 

método;:; de dobk clilusión y contrainmuno•)lcc:trof,orcsis. 

A. Doble dlfusi6n (m5todo de Ouchterlony} 

La doble difusión o m6todo de Ouchtcrlony es la ~n-­

munotlifusi6n en la que el antígeno y el anticuerro dif~n-­

den libremente en el gel; este m6todo puede tener üive:::s.:;.:; 

aplicnciones, por ejemplo, la determinación de la posi::ile 

relación inmunol6gica entre dos antígenos, el ndrnero de -­

sistemas antígeno-anticuerpo presentes y la semicuanti~i-­

caci6n de antígeno o de su anticuerpo. 

Reactivos. 

a) Amortiguador 
'1'ris O.lM, pl! B.2 

b) Gel de agarosa. 
Agarosa O. 7 ~g 
Amortiguador lOOml 

La solución se calienta a 90°C con agitación -­
constante 

e) Solución de lavado 

NaCl O. lH 

d) Solución toñidora. 

Azul de Coomassie lg 

Etanol 9 Oml 

Acido ac(?tico 20m1. 

Agua 90ml 

Esta solución puedo uaarse mucho tiempo dcspu~s 

tlc su pre~araci6n. 

e) Soluci611 clccoloranl:.e. 

Es la mioma uoluci6n tefiidora poro sin el azul d~ 

CoomassiC!. 
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Procedimiento, 

Para obtener un gol completame11t0 homogc:lneo y unifor­

me las placas de vidrio (LKB 84 x 94 ~·) se colocan sobre 

una base horizontal y nivelada; en el centro de cada placa 

so vierten 12ml de agarosa en solución que se difunde uni­
formemente. 

Después de la gelif icaci6n se hacen cortes circula~es 

con la ayuda de un sacabocados como se muestra en la figu­

ra siguiente: 

, : a 

1: 4 

En el pozo central se coloca la fracción PC-A o PC-9 

y en los pozos qua lo rodean se colocan una serie de dilu­

ciones de antisueros ele los conejos inoculados con las 

fracciones PC-A o PC-B y los sueros de los controles. 

Las placas se mantienen en una camara hGmeda hasta la 

apar.lci6n de las bandcts de precipitado; posteriormc:.to "'e 
procede a tcfiir de 5 a 10 minutos con la solución D y fi-­
nalmontc se decolora. 

El título do anticuerpos se interpretará como la 6iti 

mi'\ diluci.611 de anti.suero dondn ar.H1rcsca banda de pr·:cipi.-­

tac.i6n. 
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B. Contrai.nmunoolectroforcsis, 

En la contrainmunoolectroforesis, los antígenos y 

sus anticuerpos simultáneamente se someten a la acción dG 

un campo el6ctrico en un gel a píl 8.2; en estas condicio-­

nee los anticuerpos casi no tienen carga, por lo quo no se 

despla2arían bajo bl efecto de la corriente cl6ctrica, si~ 

embar~¡o se mueven hacia ~ü cútodo debido al flujo endosmt­

tico del regulador UDD.do. Los . .,;:,"itígenos qu0 poseen carga -

negativa migran hacia al &nodo y mediante la disposición -

apropiada de los pozos en el agar se puede lograr guo el -

antígeno y ol anticuerpo se encuentren, reaccionen y se -­

desarrollen bandas de precipj taci6n en poco tiempo, de;_Jen­

dfondo de la concentración y de 1.1 velocidad de migrnci6n 

de los reactivos. 

Reactivos. 

Se utilizan los mismos que en el m~todo de doble -

difusión. 

Procedimionto. 

Se disuelve lg de a9arosa en el amortiguador (Tris 

O.lM, pll 8.2) a la proporción 1: 100 (P/V). 

Robre las placas de vidrio (LKU 25 x 16.Scm) corf.ec . ·-
tamcnto desengrasadas se distribuye GSml del gel; dospu6s 

de 111 <JelificaciGn se bacon cortos circulares de 3rnm de -­
diúmetro a una dist,1nci.a antro bordes cfo 5nun con la ay·.1da 

de un sncabocados. Los cilindros do ag~r del interior ~e -

la zona do corte sa retiraron, cronndose pozos porfoctn--­

mcnl:c rogulnr<::;s r1inpuor;tos como so muef:tre.n en 1<1 f:ÜJl~ra. 

Se coloca on un pozo la fracción PC-A o PC-D y en 
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cada uno de los dos pozos frontales se colocan diluciones 

de antisueros recolectados do los conejos que fueron ino-­

culados con la fracci6n re-A o PC-D y los sueros controles, 

despu6s se lleva la placa al aparato de electroforesis y -

las c&maras laterales se llenan con el amortiguador, cone~ 

tando la placa por medio de hojas de papel filtro humede-­

cidas con el mismo amortiguador de la cámara; se concct6 -

la fuente de poder y después de una corrida de 10 mA dura~ 

te 60 minutos aparecen las bandas de precipitado, se saca 

la placa y se mantiene el gel en camara húmeda durante 12 

horas. 

Se resuspende el gel 24 horas en soluci6n amortigua-­

dora salina fosfatada (PBS); la tinci6n se realiz6 en azul 

de Coomassie durante 5 minutos y se procede a decolorar el 

gel. 

.-------·-------------·-·----

.O 

o 

o 

o 

() 

o 
A N 'l' I S U E R O S 

o o 
o o 
A N T I G E N O S 

(PC-l\ o PC-B) 

A N T I S U E R O S u o o ,,-·~\ 

\. .. 

r , __ _, 

1\ N T I G 
(PC-ll o 

E: N O S 
PC-D) 

o 

o 

o 
o 

!_) 

() J 
-----·---------· 
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E, ENSAYO DE LA PHO'I'ECCION INDUCIDA POR I.1\S PRACCIONES. 

l. T6cnica de dc~afio, 

La estandarizaci6n de la dosis bacteriana se rcall 

z6 en base a la curva de crecimiento en medio de casamino­

dcidos m5s extrocto do levadura, obteniendo una concentra­

ción da 1 x 109 bacterias/mililitro. 

Se lav6 la suupensl6n bacteriana tres veces con -­

PBS 0.01M, pH 7.2 a 3000 rpm durante 20 minutos a 4°C, y a 

cada conejo se le inoculó lml por vía intranasal. 

Los conejon se mantuvieron en observaci6n midiendo 

la tempor.:ttura antes y despu6s de la inoculaci6n, se s<t--­

crificaron y se tornaron muestras de los pulmones para rea­

lizar exSmen histopatologico. 



e---· 
Doble difusion 

G~~~;;;_, ;-;; , ·~e~~ -;;:;~~~~j -¡ 

[,,, ':'~'i<.".'º'ó~-5;~"~º-~''~~ - _ _[ __ -- -------

[-~ ;1 S~·~·o- de la cnpac.~dad de protc~ciún ¡· 

di• 1,·1•¡ fr,1r·r· 1nflPfl "" c:onr.·10 
- - . . - ·-· . - .. . . - - ~· 

Contraininunocl:ctroforcsis 1 
·----- ·---· . -·-· ·-------··- .. ----- ___ :..:..:_j 

Sinopsis de materiales y m~to<los 
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C/IPI'l'ULO CU/ITRO 

R E S U L T A D O S 

A, CURVA DE CHECIMIENTO, 

En la tabla 1 se .~uestran los datos obtenidos de la -­

curva de crecimiento para HacmophiZus pZeuvopneumoniae se:o 

tipo 5 en medio da cultivo CY. 

Tiempo 

o min. 

15 min. 

30 min. 

'15 mi11. 

hr. 

2 hrs. 

3 hrs. 

4 hro. 

5 hrs. 

6 hrs. 

Absorbancin 
550 nm 

0.01 

0.01 

0.01 

0.03 

o. 16 

0,64 

1. 23 

1. 46 

1. i] 8 

1. 5 3 

UFC/rnl ! 
1 

·--~-.-:;-~-·¡ 

logio de ln 
conc, bacteriana 

8,06 

8.0G 

8,06 

8,43 

9.20 

9.66 

9.81 

9.92 

1o.20 

1o.26 

- 1 
11. 4 Y. 1(1. 1 

11 . 4 ,, 1 o \ 

~::: : :~:, 11 

45. 7 Y. 1 º" 
64,5 Y. 1031 1 

83. 1 Y. 1 o; 

15. íl ~: 1(1:· 
1 

18, 1 X 1 Ü~ 

18.1 '7 h rs, 1. 53 

8 hi: s. 1 . 53 

10.26 

1o.26 
i 

1a.1 x 1 o~ ¡ 
1 

----------·------·----·-·-·-··-·-----------·-·-·----··---.! 

'L'übl.a 1, Valorc•.é; clco 1<1 c0nc:c•11ti:ación b,1ctcri..1na de L1 c•;:­
va de crccimi.t!11to. i:;c uti.li?.ó un cultivo rle> J;'c;.:-

1i10¡ihll.zw :·:cii:r"'[meiwionirw en 1noclio CY lí.c¡11ido l''''º 
tenido ci nqitoclón n 100 rpm y JGºC. 

UPC=·uniJu~cs formu<loras de colonia. 



(J 

(J 

o 
u 

o 
tJl 
o ..., 

10 

8 

- • 

::~e_ 
·~~--11--~~~-1-~~~-'!~~~~-t-~~~-i~~~~+-~~~-+~--~--+-~~t~~;;:;;...":::;tJI""" 

3 4· 5 6 1 2 7 8 

tiempo (horall) 

A F'¿1 ne tle liltcncia 
[! ru l?<:~ J.oc;ilr.i. tmicü 
e Ftl!:;c cr.t¿¡cionaria 
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B. EX'rR/\CCION DEL COM.PLEJO POLISAC/\HIDO, 

Al realizar la exlrncci6n, el detergente no se disolvió 

completamente en el scib.ronadnntc de cultivo 1 iün embargo -­

se fu6 eliminundo confor111e se realizaba el proi::eso, quedan­
doae la amyor parte en la disolución en etilnol,Los precipi­

tados obtenidos en cada una de las ctapils fuer6n fácilmente 

disueltos en soluci6nes de NilCl. 

Se obtuvo aproxirnadamante 0.5g de las fracciones ~C-A 
y PC-B, precipitados de color grisnceo que se disolvieron 

en soluai6n salina libre de pir6genos para realiza~les un 

análisis composicional 
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C, AN/\LISIS DE Ll\S F'Hl\CCIONES 

C. l Determinación de Proteínas 

La tabla 2 muestra la cantidad de proteínas presentes 

en las fracciones, 

Tabla 2. Conccntraci6n de protc1na en las fracciones. 
La columna rcferlda como"Concontraci6n de -
proteína" muestra los resultados de la opcr~ 
ción: 

183 n230 - 75.0 n
260 

= microuramos/mililitro 

Donde n 230 es el valor de la absorbancia a --

230 nanomolrus y h 260 es el vnlor de la abs0~ 

bancia a 2GO nnnomctros de las fracciones. 
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C.2 Detcrminaci6n da Pontosas, 

Valoras de ~bsorbancia <lo la curva patrón de ribos~ 

utilizando el m6todo do Orcinol. 

Ribosa 
(mg/ J .• ) 

Absorba ne in 
( 665 nm) 

--·----------------< 
o. o 1 0,001 

0,05 0,008 

o .1 o 0.020 

o. 25 0.022 

o .so 0.037 

1. 00 0.067 

2 ·ºº o .112 

3,00 o .181 

4,00 o. 21 7 

5.00 0,273 

'l'ahla 3. 



CURVA PATRON DE RIBOSn 

.~ 
L 

• 
• 

(. _______ ..,_. 

l 

• 

• 

111 ~ o.os 
b "' 0,001 
Con:clación 0.99fl 

'-----1---------... ·----------4~1s--
2 3 4 

C(Jnc:on tr¿lr.: tr.)11 dn r. i !;o~.;;i 
(l!l•J/ 1) 



Ci\N'rIDAD DE RIBOSA EN LAS FRACCIONES 

Fracciones 1"\ A' A A' Ribosa: Ribosa en .. 
la muestra 

(mg l ·l.) ( mg 

PP· 1 o 0.390 0.205 o .1 as· 3.30 0.013 

pp. 13 0.334 0.183 o .151 2.67 o. o 11 

snd. 16 1 . 4 59 0,846 o. 61 3 11. 27 o .04 5 

snd. 17 3.640 2.340 1 • 300 2'1. 05 o .096 

PC-A 1. 19 3 0.709 o .484 8.88 0.035 

(frac.14) 

PC-B 1. 078 0.613 o .468 8.79 o .035 

(frac.18) 

'l'nbla 4. Concentración de ribosa en las fracciones. 
c .. n le 1: r.1 11 r.n munr:tran loi> vn.lor0r. do aln1orbancia do las fracciones 
uin triltamie11tu cu11 NitOll; cr.>11 /1' lo:J v •. tlor1,1J de ..ib:.:ur.b;inci.a 1.lcnpu(::·. 
del tr,1t:um.i.unto con NnOll O .1 N y la columna /\ - 11' mucstrn las nbsor­
)1,111r; i._i:. 1J1•l1·1·1,,.1,1:~ ~!i11 lí1 i11t·prf1•rn1,1·:Lt tlt: :lcjrlon n\1cJ.Ój.cos y dnr.1v;1-

<los nuclcot!<licob. 

) 

""' (X) 



C.3 CURVA PA'rRON DE ENDOTOXINA 

Diluci6n Concentraci6n de endotox:ina 

Sin t1il. 2 ngíml 

1: 10 200 pq/rnl 

1: 100 20 pg/ml 

1: 500 4 pg/rnl 

1: 1000 2 pg/rnl 

1: 5000 0.4pg/ml 

1: 10000 0.2pg/ml 

Control 
11crJ~.ti.vo 

1rnbla 5. 

Control positivo E.coli 

( ~ü ) 

Pirotest Hcsu.L tados 

( pl) 

+: 

+ 

+ 

+ 

+ 

Bl c;lmbio de ponitivo n ncgnti.vo se encuentra entre li:\s dihiciones 1: 1000 y 1: 50000 

0~1 dcch rmtrn ;:: pr¡/ml y o.<1 p~¡/ml. Ln media de ambos vnlorct1 cm 1.2 pcJ/ml valor que tema-

remos. 

.e. 
ID 



Dr.:TERMINACION DE ENDOTOXINA EN Li\S FRACCIO~ES 

Dih1cion 1: 10 1: 100 1: 10000 l: 100000 

11 PC-A 11 + + 

"PC-Dº + 

'l'üblu. 6. 

Sabionda que el lisado de amcbocito de limulus detectaba apro-­

ximadamcnte 1.2 pg/ml do endotoxina, podemos determinar la cantidad 

de endotoxina en lac fraccionas PC-A y PC-B. El siguiente cuadro -­

resume dichos resultados. 

,.Huoc_t_r_ª~~---P~r-i_m_o_r_ª~~-.1-·1-t-lc~i-o-n--c-o-n--~--~~c-a_n_t_1-·c-la-d~d--c--c_n_d_o_t-·o_x_·_i_n_a __ e_n---1 resultado ncgntivo lnn frnccionos 

u PC-/\•1 1: 100 

11 l) 1.: ~" 1; ., 1: .IUUO 

'Pül.1 l. a I. 

pq 

480 

ilOUU 

'( l".J ) 

0.48 

.:.u 
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C,4 Electroforesis. 

A) curva patrón. 

Para obtener la curva patr6n se uso un equipo de 

calibración de l'harmacia Fine Chcrnicals, ('.UC con­

tcnfa una serie de proteínas con peso molc~ula= -

dctcrrninac1o. 

Protcfoa Peso log PM Rf 
molccul<tr 

------
Fosforilasa B 94000 4.97 (i. 19 3 

(niú ~i cu lo de conejo) 

11.lbúmina sérica bovina 67000 4. 83 0.232 

Ovoalbúmina 43000 4. 63 e .372 
(huevo) 

Anhidra su carbónica 30000 4. 48 0.675 
(cri.troci.t.o bovino) 

Inhibitlor ele tripsina 20100 4. 30 C. B4 (· 
(soya) 

Alfa lactoalbGmina 14400 4.96 C.047 

-~~-~:~:~~~~:-~~ ·-- ----··· .... ------- -- --.. --··-------- ----- ··- __ _J 
TuLla B. Pc~os molcculnres y dcspl.n~:amiento rc:Jtj\·~ 

el e 1 ar; p .r n te í 11 L.t ~; u t i l iza 1..l u~~ r· ar u i: en 1 i .~ J r ... 
ln curvQ ¡:1alr~11 ~n t1r1n ulcc·t.rufc>rcsis ~r1 -­

ge:lc!; ele pc-·l.L1ci:iL;i1Üc1i\-llodc·c.il!;u.lf<1tc de -
nc-.clio, rci\l iz.ad« a 40 mil, ¡>11 e. 3 ¡1 tr.;-.;Jf'r;;1-

lu rn 11rnh fer. t.e, 
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CUHVA PATHCN Pl\!VI l..í1 DEil1>I<HlNACJON Dl:L PESO MJLfCULl\R 

log 1.N 

s 

4 

m =-1.002 
b = 5.089 

= 0.97 

=r .... ~~·~--~--< ..... ~~·-:-_,.--:-+•~_...,,,__~.,_~+-~~-
0.1 0.2 o.J o.4 o.s o.6 0.1 o'.o 0.9 P",_. 

R f 

En ésta griifica se representa el desplazíl~li.cnto relativo de 

las prote!nas con respecto a su pcr.io· molecular, en una electro­

foresis en geles de ¡;oliacrilainid<t - dodecilr.ulfoto de sodio. 

vol taje 

pH = 8.3 

40 rru\ 

tcmpern tura 21 ºC 
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B) Análisis clcctroforetico de las fracciones, 

De acuerdo 2 la gr1fica de la curva patr6n se rea 

liz6 el an~lisis clcctroforctico de las seis dltimas frac 

cienos (figura 1) , en el que se obtuvieron los pesos no-­

lccularcs de las pro~cínas, registrados en las siguientes 

tablas: 

log10 Pl•I PM 

0.057 5,03 107000 

0.204 4.89 78000 

0.227 4.86 72000 

0.375 4. 71 51000 

o. 614 4.47 30000 

0.841 4.25 18000 

0.909 4. 18 15000 

0.954 4. 1 3 14 000 

~------------·~-----·-----·------

Tabla 9. Pesos moleculares aproximados de las protc!nas 
prcoentes en el precipitado 10. 
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Rf loglO PM --;,~ 

0.047 5.04 110000 1 

o. 1 39 4.95 89000 

o .186 4.90 79000 

o. 2 3.3 4.86 72000 

0.279 4. 81 65000 

0.349 4.74 55000 

0.477 4. 61 41000 

0.581 4. 51 32000 

0.605 4.48 30000 

o .674 4.49 26000 

o. 791 4.30 20000 

0.907 4. 18 15000 

0.953 4. 13 14000 

--------·--------

Tabla 10. Pesos moleculares aproximM.lo r; de 1 ª" pro t,:, í -
nas presentes en el precip.i tado 13. 



'¡ 

o. 163 

0.209 

0.233 

0.360 

0.628 

0.849 

0.895 

0.953 
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4. 93 

4. 88 

4.86 

4.73 

4.46 

4.24 

J\ .19 

4. 14 

PM 

85000 

"/6000 

72000 

54 000 

29000 

17000 

16000 

14000 

---------~--~~~-~·~--~~-----~~~ 

Tabla 11. Pesos moleculares de las proteínas presentes 
en el sobrcn~d~nte 16. 
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Rf loglO PM PM 

o. 139 4.95 89000 

0.209 4.88 76000 

0.256 4.83 68000 

o. 3 7 2 4. 74 53000 

0.628 4.46 29000 

0,860 4.23 17000 

0.907 4. 18 15000 

0.965 4. 12 13000 

L------

'l'übla 12. Pesos rnoll!cUlarcs aproximüdos de las proteínas 
presentes en el sobrenadan te 17. 
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-------· 
Rf loglO PM p M 

----------
0.068 5.02 105000 

0,205 4.88 76000 

0.239 4.85 71000 

0.364 4.73 54000 

0.614 4.47 30000 

0.795 4.29 20000 

0.841 4.25 18000 

0.898 4. 19 16000 

0.943 4. 14 14000 

-------

Tabla 13. Pesoa moleculares aproximados de las proteínas 
presentes en la fracci6n PC-A. 
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_ ... __ ._---.-..~..,...,.._....~~.......,..__,..---
Rf l.oglO J'M l?M 

----------
0.068 5.02 105000 

o .114 4.98 96000 

0.216 4.87 74000 

0.250 4.84 70000 

0.261 4.83 68000 

0.284 4. 81 65000 

0.318 4.77 59000 

0.386 4.70 50000 

0.409 4.68 48000 

0.709 4.39 23000 

0.773 4. 32 21000 

0.818 4. 27 19000 

0,852 4. 24 17000 

0.886 4.20 16000 

0.943 4. 14 14000 

Tabla 14. Pesos moleculares aproximados de las proteínas 
presentes en la fracci6n PC-n. 
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ELECTROFORESIS E~! GEL SDS-PAGE 

~t 

' . 
j ., 

I 

' ~(!r;¡;¡#=--' ...... .a.._.: .. :.~~L~~t.t} .. 
1' 

En esta exposici6n se muestran las bandas de pro-
'11 

ternas de las fracciones ensayadas y del patron de re-
ferencia. 



D. A H T I G E N I e I o A D u E L A s F R A e e I o N E s 

conejos Extracto T!tulo 

PC-A 1: 16 

2 PC-1\ 1: 16 

3 PC-B 1 : 8 

4 PC-B 11 B 

5 con trol 

6 con trol 

Tabla 15. 

El titulo de anticuerpos se evnlu5 mediante pruebas de 

doble difusion (Ouchterlony) y contrainmunoelectroforesis. 

O\ 
o 



Temperatura 

( ªC) 

1ª inoc. 2s inoc. 

7 
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desafío 

50 

tiempo (días) 

En ~sta gráfica se muestra las variaciones de temperatura en 

las etapas de inoculación y desafio: 

~ . - Cont!"ol 

PC-B 

PC-A 



Frnccion No, dcscripci6n 

10 precipitado obtenido 

de 21200 x g, 30 min. 

13 p~ccipitndo obtenido 
de 21200 x g, 20 min, 

16 sobronadnnte dcspu6s 
que ln fracci6n 14 
fuó. precipitada 

17 sobrcnadnntc despu&s 
que la fracci6n 10 
fu6 precipitada 

14 precipitado de la 
frac.O (200000 x g, 
3 hrs.30rnin.) "PC-A" 

18 prcclpitndo de la -­
frac. 11 (200000xg 1 

3 hrs.Jílrnin.) "PC-B" 

NT= No tratado 

R E S U L T A D O S 

Proteína 
(mg/ml) 

0.093 

0,223 X 

0,054 

o. 4 2·3 

0,064 

0.036 

Pcntosa 
(mg) 

o. 013 

0.011 

0.045 

0.960 

0,035 

0,035 

Tabla lG. Resumen de resultados. 

Endotoxina 
(ng) 

.NT 

NT 

NT 

NT 

1, • B 

0,48 

Tttulo de anti­
cuerpos 

NT 

NT 

NT 

1 a16 

1 :8 

O\ 

"' 
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CAI'lTU LO ONCO 

D I S C U S 1 O N 

Anderson (4) estableci6 que el polirribofosfato (?R?I 
integrante de la cápsula bacteriana es sintetizado duranta 
el crecimiento e inclusive en la fase estacionaria(en un -

medio bien amortiguado) siendo arrojado de la cl3lula d·_¡ra.::: 
te y al finalizar la síntesis, aparentemente sin cit61is~s 
y como una estructura muy grande. Los reportes de que esta 

polisacárido puede .inducir una respuesta de anticuerpos e: 
larga vida sin una reacci6n adversa, que los anticuer~os -
opsonizan in vitro, y protegen a los animales de laboratc­
rio apoyan la tesis de que la inoculaci6n de éste confie~= 
una inmunidad activa (3). Esta inmunidad se ha demostradc 

que potencializa un buen nivel, con la presencia en el -­
in6culo de pequefias cantidades de prate!nas bacterianas ~ 

endotoxina (28). 

El polisacárido capsular es precipitable a partir.de 
los sobrenadantes de cultivo por medio de un detergente -

cati6nico, al igual que los ácidos nucléicos, algunas --­
proteínas y muy bajas cantidades do ondotoxina (6), da~dc 

este procedimiento buenos resultados en la preparación de 
soluciones inmunologicm~tente activ«s que son de gran v:i-­
lor en el estudio de las respuestas a la vacunación cc~-­

tra especies pirog6nicas gram negativas •. 

Aplicando esta metodología para el aislamieito del -
polisac5rido capsular de HaomophiZua plcuropnou~=~iaa, -­

encontramos que las proteínas presentes en los e:-:tractos 
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obtenidos est~n en muy baja cantidad, dentro de un amplio 

rango de pesos moleGulares, tal y como se ha encontrado -

en extractos obtenidos con otras bacterias (6) , 

La electroforesis nos muestra que los extractos ob-­

tenidos contenían proteínas con pesos moleculares entre -

13000 y 110000 daltons p!·edominando en las últimas frac-­

cienes las de alto peso molecular; la mayor cantidad de -

bandas se ·encontr6 en los extractos tratados con ~aCl l~ 

(precipitado 13 y PC-B), lo cual podrfa explicarse com--­

prendiendo que el origen de ambos es el precipita3o 7, el 

cual retiene gran cantidad de proteínas después de la ex­
tracci6n con NaCl 0.4M. Se ha logrado disminuir estos ci­

veles de proteínas de los extractos con fenal frío (5). 

La cantidad de· PRP en los extractos la obtu\'i;nos :.-:i­

diendo la concentración de pentosas en las muestras, rué-­

todo que ha dado buenos resultados en otros exper!~entcs 

( 4) • Aplicando las rnodif icaciones que propone .;sK::ll ( S) 

para eliminar la interferencia de los ácidos nucl¿icos 

que precipitan junto con el PRP, observamos que el mate-­

ria! polisacárido en su mayoría fu6 obtenido de les ex--­
tractos finales, lo que indica que la preci~itaci6n con -
detergente es un buen m6todo para aislar el PR? del Hac-­

mopl1iZu11 pZeul"'opneiunoni.a.;, logrando aumentar el rendimi::::.!.1. 

to si se estudian más profundamente los fen6menos de s'~­

tesis y libcraci6n del polisacárido capsular de esta ba:­

teria. 

La cantidad de endotoxina presente en los extractes 

fu€ muy pequefia en comparación con la cantidad de endo::­
xina que puede causar dai'los en el organ.isr.10, c1s te :ia to ~s 

clínicamente significativo y da buenas posibilida~es de -

que este extracto pueda convertirse en un inmun6geno pr~­
tector. 
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Se ha encontr<i.cl.o cp. ot;r.os exre¡:imentos ~ue una traza 

de endotoxina presente en. los extractos es inmuno9énica-­
mente muy activa (6) 1 esto puede demostrarse en el título 

de anticuerpos obtenidos de la inoculación con PC~A (1:16) 

que es ligeramente mayor al que se obtuvo con PC-B (1:8) 
tal vez debido a la cantidad un poco mayor de endotoxina 
que presenta el primero. 

En general los niveles do anticuerpo~ que se produj~ 

ron en las inoculaciones de PC-A y PC-B no fueron altos -
probablemente debido a algunas de las siguientes razones: 

- La relaci6n de endotoxina-proteína-PRP no logró -­
adecuarse para potencializar el efecto inmunog6ni­

co de la endotoxina y del polisaclrido capsular. 

- La inmunogenicidad del polisacárido capsular varia 
según su peso molecular (27) y el contenido resi-­

dual de agentes inmunoprccipitantcs como los lipo­

polisacáridos (endotoxina) (60). 

-·El conejo no es un modelo eficienti para detectar 
la irununogenicidad del polisacárido capsular. 

Las variaciones registradas de temperatura en el se­
guimiento de los efectos producidos por las fracciones -­
inoculadas en los conejos presentaron elevaciones que --­
coinciden con los días de inoculación de los extractos -­

as! corno en el desafío de la bacteria viva registrandosc 
en ambos casos la misma magnitud de temperatura, es decir 

tanto en los conejos inoculados con PC-A como con PC-B. 

En el an&lisis histopntol6gico se observo que sola-­
mento en uno de los conejos inoculadoi con PC-A se encon­
tró lesiones pulmonares, mientras que e11 los demús 110 se 

observó ninguna lesión. 
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Las lesiones de los pulfllones del conejo inoculado ccn 

PC-A probablemente se debieron a que tenía rna~or cantida~ 

de endotoxina que la fracción PC .. ·B. Lo anterior puede cc·-­

rroborar algunas observaciones en el sentido de que es l~ 

toxina bacteriana y no la bacteria la que causa los da5c~ 

en el pulmón (9) y en general todas; las manifestaciones -

de la neumonía causada por el Haernophil¡¡::: pleul'opneumoni:~ 

como un antígeno protector, sin embargo es necesario cst~­

blecer el grado y condiciones óptimas para la liberacióc -

del PRP por la bacteria y repetir el experimento en cerc~s 

para obtener más datos acerca del comportamiento del poli­

sacárido capsular como inmunógeno. 
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Cll:PITULO SEJ;S 

e o N e L u s 1 o N E s 

l. Se obtuvo un extracto que contiene alta concentr! 

ci6n de polisacárido capsular y pequeñas cantida­
des de endotoxina y proteínas a partir de sobre-­

nadante de cultivo de Haemophilus pleuropneumo--­

niae serotipo 5 por medio de la precipitación ce~ 
detergente cati6nico y extracciones con NaCl y -­

etanol. 

2. r,a respuesta inmunologica que produce el e}:tract:i 

al inocularse en conejos no es muy buena, sin ec­
bargo se puede aumentar estudiando m~s profunda-­

mente los fen6menos de síntesis y liberaci6n del 
polisacárido capsular de HaemophiZus pZcu~opneu-­

moniae. 

3. El conejo no es un buen modelo para estudiar el -
grado de protecci6n que produce el extracto obt0-
nido, debe prollarse en su hospedero natural para 
observar las posibilidades de producir una vacuca 

con t?l. 

4. Es necesario realizar un balance de costo de prc­
ducci6n y viabilidad de este inmun6geno para su -
aplicación como vacuna en la industric:i de la por­

cicul tura. 
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