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RESUMEN

La neumonia causada por fzemophilus pleurop---
neumoniae representa en la actualidad grandes pér--
didas econdmicas para la porcicultura nacional; por
lo que es necesario incrementar los estudios tendien
tes a dilucidar la patogenia y el control de la en--
-fermedad. Han surgidp una amplia variedad de bacte--
rinas, sin embargo actualmente no existe una eficaz
'_que'permita controlar o erradicar la plcuropneumonia
" en granjas porcinas. Los hallazgos de gue el polisa-
cdrido capsular y la endotoxina del Haemophilus =---
pleuropneumoniae son los principales agentes inmund-

‘genicos hacen pensar en la posibilidad de una vacuna

En el trabajo se aplicd con buenos resultados -
la precipitacidn con detergente catidnico del poli--
sacdrido capsular, con el £in, de eliminar la mayor
cantidad de endotoxina y proteinas y asi encontrar -
un inmundgeno de menos toxicidad pesible. Como el -~
extracto obtenido no produjo un grado de inmunogeni-
cidad considerable al ser inoculado en conejos, con-
sideramos conveniente probarlo en su hospedero natu-
ral para observar el grado de proteccidén que confie-
re, realizar un estudio nids profundo sobre la sinte-
sis y liberacidn del polisacdrido capsular y hacer -
un balance de costos de produccidn y viabilidad de -

este inmundgeno para poder ser aplicado como vacuna.



CAPITULO UNO

GEHERALIDADES

El crecimiento de la poblacién mundial, en las Glti-
mas décadas, no ha venido respaldado por un crecimiento -
similar en la produccifn de alimentos, especialmente en -
la produccifin de carne y leche, Las limitaciones en la --
prbduccidn‘animal estin en parte, asociadas a las enfer--~
medades infecciosas (11).

Dentro de los obst&culos infecciosos en la produc---
cién de carne de cerdo encontramos principalmente dos ti-
pos de afecciones: entéricas y respiratorias. En los paf-
ses de América y Europa entre las causa mis importantes -
de morbilidad y mortalidad en el ganado porcino se encuen
tran las afecciones respiratorias, las gue 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 fndices de mortalidad, mditiples ---
agentes etiolégicos y disminucibn de la tasa de crecimien
to (12, 42). Las pérdidas econbnicas por estas afecciones

estén asociadas a muerte de animales y elevados gastos de
'medicamentos, por lo que estan consideradas como la prin-
cipal causa de disminucibn de la productividad, especial-
mente en cerdos de engorda (35, 72) y es dificil evaluar
las pérdidas si tenemos en cuenta que el mayor nimero de
cerdos afectados por la enfermedad varfa segfin la explo--
tacién,

La incidencia de los problemas respiratorios en cer-



dos parece elevada. En Inglaterra se observd que al menos
un 10% de los ce:dos sperificados presentan' lesiones de -
tal so severidad como para justificar la extracci6n del -
pulmén, y comentan que del 20% al 30% de muestras en el -
postdestete y fase de engorda son por neumonfa (37). En -
Checoslovaquia Gois y col. (23) encontrardén hasta un 50%
de los pulmones con lesiones neuménicas en rastros, en --
en Brasil algunos investigadores encontrarén 17% de pul--
mones neuménicos (48). En un estudio de rastros mexicanos
“en distintos estados se hallé gue el 50% de los cerdos --
sécrificados tenfan lesiones nulmonares (39) y Ochoa re--
port6é de un 10% a 12% en el rastro de Ferrerfa, México -~
D.F. (49). |

La atencién con respecto a los problemas respirato--
rios ha sido enfocada en los Gltimos afos hacia Haemorti-
lue pleuropneumontae, aunque la revisién en la literatura
nos indica que también otros agentes bacterianos, virales,
micoplasmas y pardsitos son importantes en las enfermeda-
des rgspiratorias (29, 31, 35, 76).



A, HISTORIA.

En 1892 Pfeiffer aislé y describié por primerd vez -~
las caracteristicas de un organismo Intimamente asociado -
con la influenza humana. Sus rasgos mds sobresalientes ---
fueron que el organismo no crecif en el laboratorio excep-
to en presencia de dos fdctores, ambos‘presentes en sangre ;
completa, por lo que se le dAi6 el nombre de Haemophilus, -
nombre genérico de ese organismo,

Algunas bacterias del género Haemophilus estén asocia
das con afecciones del tracto respiratorio como el Hagmo--
philua influensae y Haemophilue parainfluenzae en el hom--
bre; Haemaphiiua parasuts y Haemophilua pleuropneumonize -
en el cerdo, ademis estén el Haemophilus aegyptus que cau-
sa conjuntivitis y el Haemophilus ducreyi que causa lesio-
. nes dérmicas chancroideas, ambos en el hombre.

En 1963, Olander aisl6 una bacteria de una neumonfa -
en cerdo, la cual requerfa para su crecimiento el factor V
(NAD) y que producfa una marcada hemflisis en agar sarngre
por lo que se le denomind Haemophilus parahaemolyticus, --
primer reporte realizadc en California, USA. (50). Ese ---
mismo afic en Argentina se investigd un brote de pleurcneu-
monfa de tipo agudo en cerdos y se denomind Haemophilus --
pleuropneumoniae (54). Se llegS a la conclusibn de los es-
tudios de Olander y Shope que el Haemophilus parahacmciy--
ticus y el Haemophilus pleuropneumoniac son la misma bLac--
teria.

Recientemente (1983) se ha propuesto que Haemophiluas
pleuropnoumoniae y Pasieurclla haemolytica estin fuera de
ugar cn sus respectivos géneros, y que deben transferirse

al género Aectinobacillus al que se asemejan mucho (55a).



B. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS,

Las cepas de Haemophilus pleuropneumoniae son microor-
ganismos pleomérficos que se observan generalmente como --
pequefios bastones gram negativos, capsulados, de aproxima-
damente 0.5~1.5 pm de largo y 0.3um de didmetro, son inmo-
viles, no esporulados, aerobios y anaerobios facultativos,
ademds crecen bien en medios enriquesidos que contienen --
factor V (NAD) perc no requiere el factor X (Hemina) (17,
40} .

_ Por su necesidad del factor V crecen en la proximidad
dellas colonias de Staphylococcus aureus, fenbmeno que se

- conoce como satelitismo,

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE
Haemophilus pleuropneumonice (14)
Factor V + © 7, lactosa -
Factor ¥ - ‘Ribosa -
Catalasa 4 Xilosa +
Nitratos + Arabinosa -
Oxidasa d Dulcitol -
Urea + Inositol -
Indol - Dextrosa +
Citrato - Fructuosa +
~Vogues-Praskauer - Maltosa L
Rojo de metilo - Manitol L
Hemdlisis beta + Fosafatasa +
alcalina
Factor V = NAD + = positivo
Factor X = Hemina - = ﬂegativo

L = ligero
d = dudosc
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C. ORIGEN Y EFECTOS DE LA NEUMONIA.

Entre los factores que predisponen a los problemas res
piratorios se encuentran los cambios bruscos de temperatu-
ra, malas condiciones de higiene, stress debido al manejo
y adguisicifn de nuevos animales. Algunos autores conside-
ran que el factor mas importante es la densidad de la po--—
blacién animal (26) y otros estudios muestran gue el nane-
jo y el ambiente juegan un papel importante en la inciden-
cia y gravedad de neumonfas (10, 33, 74).

la neumonfa causas por Haemophilus pleuropneumonice es
una enfermedad seria, la cual tiene un impacto econdmico -
siénificativo, teniendo como caracteristicas en su forma -
crbnica, la disminucién de peso y del crecimiento y una --
baja conversién de alimentos, provocando mayor costo para
el porcicultor los animales gque se mantienen vivos que los
que mucren por la forma aguda (26).

Esta enfermedad estd ampliamente distribuida y ha sido
reportada en Suiza, Estados Unidos (50), Holanda (44), Di~
namarca (44), India y Japbn (16), Canadd (66), Australia
(43), Alemania, Suecia, Bélgica y Francia (25). En Mé&xico
el primer aislamiento reportado fué un brote en Tlaxcala -
{61}, posteriormente en otros princivales estados porcicul
tores de la zona del Lajfo en donde los problemas respira-
torios tienen una gran importancia,

El perfodo de incubaci6én de la bacteria es corto, expe
rimentalmente de menos de 6 horas, aungque en condiciones -
de campo varia entre 12 y 24 horas (43,44,69),

En un anflisis de 15 brotes en Dinamarca {(44) se obtu-
vierén los siguientes datos: '
Morbilidad de 8.5% a 40%

Mortalidad de 0.4% a 24%



C.1 Morbilidad y Mortalidad.

La dificultad para la evaluaci6n de la morbilidad ha -
sido manifiesta on los brotes mexicanos, que se han carac--~
terizado por los siguientes hechos:

1, La morbilidad varia seqfin la edad de los animales.

2. La mayorfa 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, atn en --
presencia de tratamiento puede ser hasta del 25% --
{39).

D. TRANSMISION.

La transmisi6n de Haemophilus pleuropneumoniae se lle-
va a cabo fundamentalmente por contacto directo, este modo
de transmisién se intensifica cuando:

1. Se utilizan corrales o jaulas que permiten el con-
tacto.

2. Se mezclan constantemente animales de diferentes -
grupos. ’



E. PATOGENIA.

Los datos disponibles sugileren que la enfermedad se =--
produce cuando el microorganismo llega a nivel alveolar -~
y su virulencia est8 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 neumonfa localizada mi---
croscdpicamente, similar a la causada en cerdos infectados
{9).

El Haemophilus pleuropneumoniae resulta citotbxico pa-
~ ra los macréfagos alveolares del cerdo y cé&lulas mononu=-~=
cleares de sangre periférica., La toxina de esta bacteria -
es estable a altas temperaturas (15 min./106° C) y puede -
ser neutralizada con sueros de cerdos con infeccifn créni-
ca (9); se encuentra en la pared celular bacteriana y pue-
de producir trombosis vascular y exudaci6n del flujo ede~-
matoso y hemorrdgico, sin embargo el hecho de que las bac-
terias que confieren mayor proteccibn son las que tienen -
cépsula y no toxoide demuestra que la toxina no es el Gni-~
co factbr de patogenia ivolucrado (64}).

La bacteria penctra por via afrea y se transmite de --
cerdo a cerdo debido a la proximidad entre animales dentro
de una granja. El brote se presenta sdbitamente y se detec
ta por la muerte de algunos cerdos en la granja.



F. SIGNOS CLINICOS,

La neumonfa es un proceso inflamatorio del parénguima
pulmonar, casi siempre causado por infeccién. La néumonia
causada por Haemophilus pleuropneumoniae puede tomar dos
formas - (56):

1. Neumonfa hemorrédgica aguda.
Los signos encontrados son los siguientes:

a) Anorexia, .

b) Dificultad respiratoria caracterizada por respi-
raci6n diafragméitica réipida.

c) Cianosis en orejas y extremidades,

d) Inmovilidad,

e) Vémito ocacional,

£) Muerte con hemorrdgia nasal en uno o cuatro dfas
0 bifn recuperaciln esponténea,

2. Neumonfa hemorrdgica sobreaguda.

La manifestaci6n mds marcada de esta enfermedad es
la muerte s@bita de los animales y la presencia de hemorr§
gia nasal, poco antes de esto se logran detectar los si---
qguiente signos:

a) Temperatura elevada (41°C-42°C).,
pb) Cianosis en piel, abdomen y oreja.
¢) Hemorr&gia y espuma en nariz,

d} Chillidos agudos, opistStonos y muerte,



G.

LESIONES.

Las lesiones obscrvadas con mayor frecuencia son:

1. Lesiones macroscdpicas.

a)

c)
d)
e)
f)
g)

Pericarditis,

Hidropericardio,

Hidrot6rax de liquido’ sanguinolento,
Hemorr&gias en el miocardio
Adherencias pleurales.

Infartos en ldbulos diafragmiticos.
Friabilidad en la zona infartada.

Lesiones microscépicas.

a)
b)
c)

a)

Zona de infarto.

Edema vascular,

Infiltraci6n peribronquial y perivacular de ---
c&lulas mononucleares (linfositos y macréfagos).
Hemorrfgias en alvedlos,

o
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H. CONTROL DE LA ENFERMEDAD,

La enfermedad sc convierte en un problema de diffcil -

control aunque las combinaciones de ampicilina y penicili-

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

esto es sGlo al inicio ya que posteriormente su efectivi~~

dad decrece.

La gravedad actual del problema obliga a sugerir un -~

sistema de control basado en los siguientes puntos:

1.

2.

4.

Control zooté&cnico que incluye control de ventila--
cién, espacio y temperatura para granjas de engorda
y no introduccién de animales de otras granjas en =
explotaciones de crfa.

Reducir la densidad de la poblacién animal.

Vacunacifn con bacterinas hechas a base exclusiva=--

mente de Haemophilus pleuropreumonige de la regiédn,
con revacunaciones frecuentes (probablemente cada -
60 dfas por su poca efectividad).

En granjas donde ya existe el problema un tratamien
to masivo de antibiéticos,

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

Nielsen (46) observd que al provocar la neumonfa expe-
rimentalmente por via intranasal en cerdos y retar después
con la misma cepa, habfa protecci6én de madres a.hijos. Es-
to sugirid que la vacunacifn contra la infeccién por Haz--
mophilua pleuropneumontae podria ayudar en el control de -
la enfermedad. Debido a esto surgieron una variedad de ---
bacterinas, de las cuales la que mejores resultados dif es
la que emplea un cultivo de Haemophilus pleuropneumoniae =
de 6 horas, inactivado con formalina unido al adyuvante --
completo de Freud; sin embargo debido a la formacién de --
abscesos en el sitio de la inoculacién esta bacterina no -
ha sido permitida.

Ninguna bacterina previene la infecci6n por Haemophi--
lue,pieurapneumoniae sin embargo algunas feducen las pér--
didas por muerte disminuyendo muy poco la mortalidad y da-
fio al tejido. Se ha demostrado gque la cantidad de anticuer
pos producides por la vacunacién con bacterina es similar
a la obtenida por la infeccién experimental, esto sugiere
qué los tftulos de vacunacién no son suficientemente fuer-
tes para prevenir la infeccibn (52). Una mejor proteccién
se adquiere con bacterinas afladidas 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 de) huésped contra la infeccién de Haemo--
philua pleuropneumoniae; tampoco es efectiva la vacuna con
bacteria muerta.

En resumen la mayorfa de las bacterinas preparadas ---
contra patSgenos pulmonares han dado pobres resultados. De
bido a estos se ha sugerido que la capéula bacteriana y la
endotoxina constituyen el antfgeno protector ya que los ~-
cultivos de bacterias atenuadas con formalina dan mejor =--
proteccién (45, 53, 77). ‘
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J. CAPSULA BACTERIANA.

Las bacterias pat6fgenas deben su virulencia a los com~
ponenentes antifagocitarios de superficie que se eviden---
cian en ocasiones como clpsulas bien definidas. Estas es--
tructuras superficiales consisten en geles hidréfilos que
protegen a los organismos de la ingestién por fagocitos y
se ponen de manifiesto mediante tinci6n negativa, en una
suspensién de tinta china en la cual forma una banda entre
el medio (opaco) y el cuerpo bacteriano, que aparece mis -
tefiido o m&s refractil. '

También pueden teilirse con colorantes especiales y ~---
ademfs, al ser expuestas a anticuerpos anticapsulares espe
cfficos, aumentan su tamalfio y refractividad (21).

Se han podido identificar las estructuras quimicas de
los geles capsulares de varias especies bacterianas, la --
cipsula del Preumococcus tipo 3 por ejemplo, esti compues-
to por un polimero de glucosa y dcido glucurénico de alto
peso molecular. Tales estructuras capsulares pueden inter-
ferir el proceso de fagocitosis y contribuir asf a incre--
mentay la virulencia, esto resulta evidente en el caso del
Diplococcua pneumoniae, 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 ratén, mientras gue las Gltimas son
fagocitadas rédpidamente y por lo tanto avirulentas; la su-
presién enzimdtica del gel capsular puede realizarse faci)
mente en el caso del Pneumococcus tipo 3 transforma al or-
anismo en no patégeno y lo hace susceptible a la fagocito-
sis; de modo parvecido lpg anticuerpos frente al polisacd--
rido capsular se combinan especfficamente con &1 destruyen
do sus propiedades antifagositarias.
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Durante la fase de crecimiento exponencial, cuando la
proporcién del polisacdrido sintetizado es méxima las cép-
sulas son grandes y el organismo muy virulento. En la Glti
ma fase de crecimiento estacionario disminuye la sfntesis
del polisacdrido, las cdpsulas se hacen pequeiias y los or-
ganismos son menos virulentos (20).

Al microscopio electrénico la cubierta capsular no --
~ muestra ningGn detalle estructural; las verdaderas c&psu--
las muestran limites bién definidos y para separarlas del
cuerpo bacteriano puede ser necesario utilizar un trata---
miento enzimftico, si bién es frecuente que las sustancias
capsulares solubles pueden ser detectadas inmuncl8gicamente
en los filtrados de cultivo. Ciertas cdpsulas sin embargo
no presentan lfmites precisos y su superficie externa se -
confunde con el medio circundante.

Estas propiedades impiden establecer la distincién --
precisa entre productos de excrecién de elevada viscocidad
y la propia estructura celular, ademis ciertas mutantes --
carecen de cépsula visible, aunque presenten una microcdp-
sula detectable mediante procedimientos inmunoldgicos tan
especfficos como la misma cdpsula (21).
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J.l Estructura capsular.

En 1953 Zamenhoff y col. (78) postularon que las subs
tancias tipo especifico de Haemophilus Influenzae tipo b -
estaban compuestas de cadenas de polirribofosfato con unio
nes diéster 3, 5 foszsfato entre las unidades de ribosa. Pu-
blicaciones posteriores (61, 62, 63, 79) establecieron la
doble unidad de ribosa como beta-d-ribosa-fosfato-beta-d-
beta-d-ribosa fosfato,

Anderson y col. (3) y Schneerson y col. (67) repor--
taron fndices equimolares de fésforo y ribosa, pero Ander
gon sélo pudo explicar dos tercios del total del peso, --

" Schenerson report6 que ciertas cepas de fscherichia cold

tienen reaccién cruzada con el polfmero capsular de Hae-~-
mophilus influenzae tipo b y con otros polfimeros que con-
tienen ribitol, de bacterias gram positivas especfficamen
te Bacillug subtilie, Baeillus pumilis y Staphylococecus -
aureue sugiriendo la presencia de un polimero llamado -~
~ polirribitol fosfato. Crisel y col. (18) plantearon que -
la estructura posible del polimero capsular bacteriano, -
investigado en Haemophilus influenzae tipo b es la si----
guiente:

Hy 0 H H H
HOC//// \\\\ H o o0 o 1 0
C-0-C~C=-C=-C=C=00=2"P =
H H H ONa
u\\H Wﬂi n H
c c

Estructura del polirribitol fosfato



- 16 -~

J.2 Sintesis y liberacién del polisacérido capsular.

Pittman (55) observé que la encapsulacién de células
en medio s6lido determinadas por iridiscencia fué m&s no--
toria en colonias jovenes, en las que el antfgeno aparecié
en el medio; Alexander (1) encontrS que la encapsulacifn -
asf como la morfologfa de los mismos bacilos empieza a de-
teriorarse después de alcanzar cierta densidad bacteriana
en la superficie del medio sflido, el deterioro en medio -
" .1lfquido es mds graduada, el infiri6 que las responsables
eran enzfmas autolfticas, pero no report6 si en antfgeno -
- era degradado o solamente liberado de la bacteria en desin
tegracién,

Dingle y Fotherqill (20} encontraron que la adicién -
de glucosa, la neutralizacién de la acidez y el aereamien~
to aumentaban al miximo el crecimiento bacteriano en medio
lfquido pero no reportaron la relacién de estos con la pro
duccibn del polisacfirido capsular. Otros investigadores =--
poateriormente, prepararon polirribitol fosfato empleando
el procedimiento de Alexander (79) para permitir la libera
cién espontinea del antigeno hasta la desaparicién de la -
cdpsula como lo revela la reaccifén de Quellung.

Anderson y col. (4) encontraron que el contenido de -
pentosas en el sobrenadante parece ser una base s6lida pa-
ra la cuantificacién del antfgeno capsular en las prepara-
ciones, haciendo las debidas correcciones por las altera--
ciones que puedan causar los dcidos nucléicos de células -
rotas en el medio. La liberacién de estos &4cidos logr6 dis
minuirse con la utilizacién de un medio preparado con casa
minofcidos y extracto de levadura, junto con glucosa y un
amortiguador de fosfatos, el cual se ided por varios ha---
llazgos en sus experimentos:
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Demostrd que un cultivo de Heemophilus influencae
tipo b libera 23mg de polirribitol fosfato por mg -
de células en el curso de cuatro a cinco dfas, can-
tidad que en dos dias era la mitad, y al menos una
cantidad de PRP permanecia asociada a la célula'aég
pués de que determinaba la liberacién,

Observé que la liberaci6n de polirribitol fosfato
(PRP) es muy lenta a 4°C y es mis r4pida a 37°C gque
a 25°C, esto solo varif en presencia de formaldehf-
do.

La concentracién de PRP alcanza un maximo que per--
manece constante varios dfas.

La adici6én de glucosa mayor del 1% estimula la pro=-
duccién de clpsula y el crecimiento bacterianc, la
ribosa posee un efecto similar, y el ribitol no in-
crementa ni la sintesis, ni el crecimiento,.

La adicién de amortiguador de fosfato de sodioc in--
crementa el rendimiento y la produccién de la cédp--
sula.

La liberacifn completa se realiza sin cit8lisis apa
rente.

El rendimiento de PRP por célula es un poco mayor =~
en medio lfquido que en s6lidos y semisélidos.

El material capsular aislado puede ser reducido de
tamafio por incubacién con suspenciones celulares -
involucrando enzimas periplasmdticas. Dicha ruptu-
ra no es necesaria para el proceso de secrecifn. -

Cantidades pequeiias de otros antigenos son libera--

 dos en el medio y ayudan al estfmulo inmunoldgico.

La meta de estos experimentos es aplicar los resul-
tados a otros polisacdridos capsularcs bacterianos.
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J.3 Aislamiento del polisacdrido capsular,

El polisacérido capsular parece ser el principal de--
terminante de virulencia en infecciones sistémicas (1) vy -
el reciente interés de usarlo como potencial inmunoprotec-
tor ha inducide esfuerzos para mejorar los métodos de puri
ficacién (57, 71).

En las primeras investigaciones para el aislamiento -
del polisacirido capsular del Haemophilus influenzae tipo
b se utilizé la precipitacién fracciovadn de filtrados de
lfquidos de cultivo con solventes org&nicos, posteriormen-
te -se han usado precipitaciones miltiples {20) o electro--
foresis (78) para separar el antfgeno de otros materiales
precipitables en los cultivos.

Zamenhoff y Leidy (79) extrajeron el polisacdrido cap
sular de bacterias suspendidas en medio liquido a partir -
de un medio s6lido de la misma especie, reduciendo el volu
men de tfabajo y eliminando la mayoria de los contaminan--
' tes potenciales, utilizaron el dodecilsulfato de sodio pa-
ra reducir las protefnas y el carbbn para adsorber los -=--
dcidos nucléicos. Rodrfguez y col. (59) aislaron el poli--
Eacﬁrido capsular de Haemophilus influensae tipo b a par=--
tir.de células preparadas de forma similar, por intercam--
bio de iones o extraccién con cloroformo.

Estos estudios han demostrado que el polisacdrido cap
sular es sintetizado durante el crecimiento y en los pri--
meros estadfos de la fase estacionaria; para este tiempo -
la mayorfa de los antfgenos han sido liberados al medio --
{4). Por lo tanto el rendimiento Sptimo se obtiene median-
te el aislamiento del polisacérido capsular de los sobre--
nadantes de cultivo, el cual contiene otros materiales de
la bacteria asf{ como_ componentes del medio, necesarios pa-
ra el crecimiento de Hoemophilus influenzace tipo b.
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Fl uso de la precipitaci6n con detergentes de nitr6--
geno cuaternario para el aislamiento del polisacdrido cap-
sular fué introducido por Jaques y col, (30) y desarrolla-
da ampliamente por Scott (65) principalmente con polimeros
de tejidos animales y plantas; desde entonces este princi-
pio ha sido usado para el aislamiento de varios polisacd--
ridos capsulares bacterianos, incluyendo cultivos totales
de Veilgseria meningitidis serotipos A, By C (24) dando =--
buenos resuitados en las preparaciones de soluciones inmu-~
nologicamente activas de éran valor en el estudio de las -
respuestas del hospedero a la vacunaci6n contra especies ~
piroqénicas'gram negativas,

Esta metodologfa se ha aplicado al aislamiento del po
lisac&rido capsular del Haemophilus influenzae tipo b (5)
encontrando que:

" 1. La adicién de bromuro de hexadeciltrimetilamonio -
(HB) al cultivo en concentracifn suficiente para -
precipitar el polisac&rido capsular causa la libe-

¢cién de una cantidad ébundante de material macro-~-
molecular que precipita también, por lo tanto es -
ventajoso adicionar el deterqénte al sobrenadante
de cultivo celular y as{ evitar pasos posteriores
de purificacién. |

2. Con este método se precipita al menos el 80% del -
polisacdrido capsular junto con una cantidad pro--
porcional de 4dcidos nucléicos.

3. Se precipitan casi el 10% de las protefnas sin ---
evidente selectividad.

4. La concentracién de protefna fécilmente se redujo
por extraccién con fenol frfo sin pérdida del poli-
sacdrido capsular,
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5. La extraccién con fenol disminuye el porcentaje de
lipopolisaciridos presentes,

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

La inmunogenicidad de un extracto con polisacirido --
bacteriano puede variar debido a su peso molecular (27) ==
y/o por el contenido residual de agentes inmunoprecipitan-
.tes diferentes a los polisacdridos (68).

Todos los datos descritos anteriormente llevaron a --
Anderson e Insel (6) a proponer una técnica para la extrac
cifn del polisacirido capsular de Haemophilus influenzae -
tipo b con la menor cantidad posible de protefnas y endo--
toxina, este extracto indujo anticuerpos contra PRP en co-
nejos recién destetados y anticuerpos contra los componen-
tes somdticos de Haemophilus infiluenzaeitipo b principal--
mente contra lipopolisacdridos, ademds excedi6 en gran me-
dida al PRP puro en la estimulacién in vitro de la incor--
poracidn de timidina tritiada (H3) por leucocitos mononu--
cleares de sangre humana.

En estudios posteriores estos autores determinaron --
los anticuerpos contra componentes somiticos bacterianos y
ensayaron el extracto en adultos humanos voluntarios, ino-
culando por via intramuscular, resultando que el extracto
en adultos es aceptable si bién no se demostrS un incremen
.to notable en la inmunogenicidad de PRP, debido tal vez a
que los experimentos se hicieron en adultos y la actividad
de figemophilua influenzae tipo b se manifiesta en nifios -~
cuya memoria inmunolégica para los determinantes de PRP -~
est§ poco desarrollada (6);
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CAPITULO DOS

OBJETIVOS

W

El presente trabajo intenta obtener un extracto donde
se encuentre la mayor cantidad de polirribitol fosfato ---
" (PRP) Yy pequeias cantidades de protefna y endotoxina de --
Haemophilus pleuropneumoniae serotipo 5, a partir de los
sobfenadantes de cultivo por medio de la precipitacifén con
detergente cati6nico (bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
y fraccionamiento por tamafio molecular del polisacéirido -~
capsular, extrayendo el precipitado con soluciones de clo-
ruro de sodio progresivamente mis concentradas siguiendo -
una técnica ya establecida, que ha servido para obtener el
mismo extracto del Haemephilus influenzae tipo b.

Se probari la inmunogenicidad de la preparacién resul
tante mediante la inoculacifn en conejos adultos; inten---
tando con esto iniciar el estudio del antfgeno capsular --
como una posible vacuna que proteja contra las infecciones
causadas por Haemophilus pleuropneumontae.
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CAPITULO TRES

MATERIALES Y HETODOS

# A, CURVA DE CRECIMIENTO.

En un volumen de 50ml de casaminodcidos m&s extracto
de levadura fresca se sembraron inoculos de Haémophilus --
pleuropneumoniae durante 8 horas a 37°C, de este crecimien
td‘se hizo una dilucién 1: 10 y se inoculo em natraces ne-
felométricos que contenian 250ml de medio fresco y estéril;
los matraces se incubaron a 37°C con agitacién 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)

Casaminodcidos ...eceevsss. 10.0g
Extracto de levadura'...... 5.0%
GlucoSa .iseieirnsnsasasiias 5.0g

Solucif6n amortiguadora de fosfatos pﬁ 7.2
- Bromuro de hexadeciltrimetilamonic (HB)
- NaCl 0.2M, 0.4M v 1.0M
- EBtanol al 65%.
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Procedimiento.

Para efectuar la extraccién del complejo polisac&ri-
do se utiliz6 un cultivo de Haemophilus pleuropneumon<ze
terotipe 5 aislado de campo por el Dr, Gilberto Ochoa en
la Unidad de Investigacion y Estudios de Posgrado de la
FES-Cuautitldn) en agar con casaminocdcidos y extracto de

levadura fresca al 5% (CY) que posteriormente se paso a =--
medio lfquido (seis litros), incuhado durante 8 horas en -
agitacién (fase estacionaria del cultivo), aplicando la --
técnica de Anderson (6) que se muestra en el diagrama e -
la figura 1 para recuperar la forma inmunogénica de PRP.

1a té&cnica consiste en separar el paquetec celular de!l
sobrenadante y este Gltimo se precipita con el detergente
catiénico bromuro de hexadeciltrimetilamonio, el precini--
tado se extrae secuencialmente con NaCl .a concentraciores
crecientes de 0.2M a 1.0M, y los extractos se precipitan -
con etanol al 65% y se resuspenden en solucidn salina 1i--
bre de pir6genos, los precipitados de los extractcs se ---
fraccionaron por centrifugacifn a 21000 x g durante 20 mir.
a 4°C y sus sobrenadantes ultracentrifugados a 200000 x g
durante 3 horas 30 minutos para obtener las fracciones ---
"PC-A" y "PC-B", que son las m&s ricas en PRP. '



Pigura l. Diagrama de fracclionamiento de la
fase estacionaria de un cultivo
de Haemophilus pleuropneuroniae
serotipo 5.
ppt. = precipitado

snd. = sobrenadante

HB = bromuro de hexadeciltri-
metilamonio

PC = complejo polisacfrido

Todo el procedimiento fue rea--

lizado a 4°C.
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CULTIVO

10810 xg 20 min,

1 ppt< 2 snd

0.0!M HB, 30 min.
10800 xg 20 min.

snd

lavado con HB 0,01M
10800 xg, 20min.

dsnd

dispersidn con NaCl 0.2M

0800 xg, 20 min.
: N
5 t

pp —~—3snd

dispersidn con NaCl 0.4M
h10800 xg, 20 min,

.7 ppt —‘—-~*-s-~—_‘-—‘_°“""““"-9 6 snd

dispersién con NaCl 1M
10800 xg, 20 min, _
\“-_*_-_““”“““*“————~§ppt 65% Etanol,16 hrs.

9 £nd 21200 xg, 20 min.
65% Etanol, 16 horas 8 ppt¥ ~isnd
121200 xg, 20 min,.
J >snd dispersidn en sol. sali
11 ppt na libre de pirdgenos
21200 xg, 30 min.
dispersidn en sol. salina Yot
libre de pirdgenos 10 ppt T—312 snd
121200 xg, 30 min,
\\“\ 200000 xg
13 ppt *15 snd 3hrs.30min.
[L 33
200000 xg 14 PC-A 16 snd

3 hrs. 30 min.

t )
.18 pC-B 17 snd Figura 1.
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ANALISIS DE LAS FRACCIONES,

En las seis Gltimas fraccones incluyendo "PC-A" y ==

C.
“PC"B"
1.
2-
3I
L
c.1

se analizaron y s¢ cuantificaron:

Protefnas por el Método de Kalb y Bernlohr (32).
Pentosas por el M&todo de Orcinol (8),.

Endotoxina por el Micrométodo de gelacién de lisa
do de amebocito de limulus (22, 60).
Electroforesis con gel de poliacrilamida dodecil-
sulfato de sodio (SDS-PAGE) (37), revelando con
nitrato de plata.(2)

Determinaci6n de Proteinas.

Método de Kalb y Bernlohr.~ Una manera de determinar

las concentraciones de protefnas en extractos libres de -

ctlulas en forma répida y precisa es usando la medicisn -

de la absorbancia a 230 y 260nm., estas dos longitudes de

onda disminuyen la interferencia por &cidos nucléicos v -

dan una sencibilidad equivalente a la del método de Lowzy

{36), y es menos dependienté a los cambios de concentra--

ci6n de los aminodcidos de las protefnas que estan cuanti

ficandose,

Kalb y Bernlohr llegaron mediante la relacifn de las

absorbancias de 230 y 260nm a una ecuacifén para obtener -

la cantidad de protefnas en la muestra en microgramos por

mililitro.

Procedimiento,

a)
b)
c)

Medir la absorbancia de las fracciones a 230nm,
Medir la absorbancia de las fracciones a 260nm

Realizar el siguiente cllculo:

183 Ar30 - 15.8 Dygp = microgramos/mililitro
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C.2 Dcterminacién de Pentosas,

Método de Orcinol,~ La determinacidn de pentosas li--
bres o‘fosforiladas en presencia de adenosina, AMP, ADP o
ATP monsiste en una hidr6lisis alcalina preliminar de la --
muestra, que sc realiza con una solucién 0.1N de NaOH ca--
lentada a 100°C durante 5 minutos, donde las pentosas 1i--
bres y fosforiladas se descomponen completamente, pero los
az@icares unidos a purinaé no son afectados; determinando =~
el'valor de orcinol antes'y después del tratamiento con --
§lcali, ‘

Reactivos, N

Fecl3.6H20 al 10% en aqua.

HCl concentrado.

Orcinol (5 metil- 1,3 dihidroxibenceno).
" Etanol al 95%

NaOH O0.1N

Procedimiento.

a) A 1.5ml de la muestra se le adicionan 3 ml de un -~
reactivo 4cido preparado por la mezcla de 0.3ml de
una solucifn al 10% de FeC13.GH20 en 100ml de HCI.

b) se adiciona a la mezcla 0.2ml de una solucién de -
orcincl al 6% en etanol al 95% preparada poco arces
de usarce,

c) La solucién resultante se calienta en bafo Marfa --
durante 3 min. para la determinacién cualitativa de
pentosas o 20 min. para la determinacifn cuantitati
va en las Gltimas condiciones la ribosa y la 3-fos-
fato ribosa desarrollan color de amarillo a verce.

d) Las lecturas sc toman en 2l punto de mixina abscxr--

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

Micrométodo de gelacién de lisado de amebocito de li-
mulus, - Bsté vrueba ha tenido mucha aceptacifn para la de-
teccibn y ensayo de endotoxinas bacterianas en drogas na-
renterales y diversos medicamentos, comunmente la prueta -
se realiza en tubos de vidrio en los cuales a 0.lml de la
muestra proble&a se le adiciona 0.1ml del lisado de amebo-
cito, y se 'incuba a 37°C durante 1 hora. La presencia de =~
endotoxina causa la formacién de un gel firme que puede ==
detectarse fAcilmente invirtiendo el tubo,

‘Estas pruebas tienen la ventaja de ser sencillas y de
facil interpretacién de los resultados obtenidos, pero re-
sultan muy caras en diluciones seriadas por el alto costo
del reactivo. '

' Flawer describi6 una modificacién del método en tubo
usando capilares de vidrio para leer los resultados des---
pués de la incubacién de la mezcla en una placa de vidrio;
Gardi y Arpagaus completaron la microtécnica mezclando Zi-
rectamente en el capilar 1 microlitro de la muestra con 1
microlitro del reactivo para la prueba, obteniendo los ze-
sultados al sumergir el capilar verticalmente en una sclu-
cifn coloreada; en presencia de endotoxina se forma un gel
gue impedird el paso del colorante, en caso contrario el -
colorante subird al capilar,

Reactivos,

Liofilizado de lisado de amebocito de limulus.
Liofilizado de endotoxina de Zseherichia coll

Azul de bromofenol en una solucién al 0.1% en un anior
tiguador etanol fosfato (22),

Agua libre de pirGgenos {control negativo).



- 29 -

Procedimiento.

a) En un capilar de 5 microlitros se absorbiercn pri-
mero 1 microlitro de liofilizado de lisade de ame-~
bocito de limulus, y después 1 microlitro de la --
muestra problema; para mezclarlos bién el conteni-
do fué soplado sobre un portaobjetos y reabsorbido
en el‘mismo capilar.

b) Los capilares se¢ incubaron en posicién horizontal
en una cémara h@meda a 37°C durante 45 minutos.

c) Para leer los resultados el capilar se sumerge ver
ticalmente de 2 a 3 segundos en un tubo que contic
ne azul de bromofenol, a una altura de 6cm, si el -
colorante sube al capilar indica que no hay forma-
¢ibn 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 mues
tra contiene endotoxina lo que indica que el resul

vtado es positivo. (figura 2)

Previamente para poder establecer el limite de detec-
cibn que tiene el lisado dec amebocito de limulus utilizado
se‘realizan diluciones seriadas de concentracibn conocida
de un liofilizado de endotoxina de Esgeherichia ecoli.



MICROMETODO DE GELACTON DE LISADO DE AMEBOCITO DE LIMULUS
¢
E capllar
Tul
A
Lisado de amebocito
[ 4

Tul

(2)
fuestra problema

---E SN
%};3 - cubreobjetos _~,:::um§

(3) (4)

Negativo hzul de Bromofenol Posiliv>y .
{(sin endotoxina) , {con endotoxina)
Figura 2.
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C.4 Electroforesis.

La electroforecsis es el movimiento de particulas car-
gadas en un campo eléctrico. En la técnica convencional la
corriente eléctrica es conducida por un amortiguador a tra
vés de un medio soporte tal como la acrilamida; la separa-
cibn tiene lugar a un pH y fuerza ifnica constante, los -~
ifnes de la muestra se desplazan dependiende de su carga -
neta hacia el &nodo o chAtodo.

"Geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) .

a) Gel de separaci6n,
Reactivos.

Tris (Hidroximetilamino metano) 2M, pil 8.8
Dodecilsulfato de sodio (SDS).

Acrilamida (30% acrilamida y 0.8% bis acrilamida)
Persulfato de potasio (0.lg en 10ml)

TEMED (N N N N” tetrametilendiamino)

Procedimiento,

Mezeclar 6ml de Tris, 0.3ml de SDS, 7.5ml de acri--
lamida, 0.5ml de persulfato de sodio y 15.4ml de agua; el
matraz que los conticnc se conecta a una bomba de vacfo --—
por 5 minutos y posteriormente se adiciona el TEMED. La --
,ezcla se vierte a la camara de electroforesis rdpidamente
guardando una pequecha cantidad para obscrvar el momento en

gue polimeriza.
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b) Gel de condensaciln.
Reactivos.

Tris 2M, pH 6.8

SDs 10%

Acrilamida (30% acrilamida y 0.8% Bis acrilamida)
Persulfato de potasio (0,1g en 10ml de aqua)
TEMED 9.1ml/ml

Procedimiento.,

Mezclar 0.65ml de TRis, 10ml de SDS, lml de acri-
lamida, 1.05ml de persulfato de sodio y 7.1ml de agua en
un matraz que se conecta posteriormente a una bomba da --
vacio durante 5 minutos; se adiciona el gel con la mayor
rdpidez quedando una pequefa cantidad en el matraz, se co
loca el peine de 20 posiciones y cuando se observa en el
matraz la polimerizacién se quita el peine guedando los -
pozos bién definidos. '

c) Amortiguador.
Reactivos,

Tris
Glicina
5DS al 10% en agua

Procedimiento,

Mezclar 4,59 de Tris y 28.8g de glicina con 20ml
de 8D5 al 10% y aforar a 2 litros.

d) Solucién digestora,
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Reactivos,
Tris
sps

Glicerol
2-mercaptoetanol

Procedimiento.

Preparar 20ml de una sdlucién con concentraciones
finales de 0,125M de Tris, 2% de SDS y 10% de glicerol, a
esta mezcla se le agrega 2,5% de 2-mercaptoetanol y 1% de
rojo de fenol en concentraciones finales.

e) Preparacién de las muestras.

Se colocan 200 microlitros de cada una de las -~=-
muestrag en tubos de ensaye debidamente etiquetados, se -
sumergen en nitr6geno lfquido y se liofilizan, Una veoz -~
liofilizadas las nuestras se les adiciona 25 microlitros
de solucién digestora, se resuspenden y se calientan en -
bafio Marfa durante 5 minutos, con la ayuda de una jeringa
se colocan 25 microlitros de cada una de las muestras en
los pozos. La electroforesis se realiza a 40 mA a tempera
tura ambiente,

f) Tincidén de los geles con nitrato de plata.
Reactivos,
Metanol al 50%
Nitrato de plata
Hidr6vido de sodio al 0.36%

Hidrb6xido de amonio 14,8M

Agua desionizada



Acido cftrico al 1%
Formaldehido al 38%

Procedimiento,

Después de corrida la clectroforesis el gel se sy
mergs en metanol al 50% durante 1 hora.®

Preparacidn de soluciones.
Solucién A, Se disuelve 0.8g de Agli04 en 4ml de

agua.
Solucidn B, Se mezclan 21ml de una solucién al --
0.36% de NaoOll y 1.4ml de Nﬂqu 14.3M

Solucidén C. Se adiciona la solucifn A gota a cota
en la solucién B y se lleva a un voly
men final de 100ml. Esta solucién de-
be usarse dentro de los 5 minutos si-

guientes a su preparaciodn.

Primero se tifie el gel con la solucibn C durante
15 minutos manteniendolo en agitacién, posteriormente se
lava el gel con agua desionizada durante 5 minutos; des--
pués sc revela el gel durante 15 min, en una solucién 4de
0.25m1 de formaldehido al 38% y 2.6ml de dcido citrico al

10% en 500ml de agua y..

Finalmente el gel se lava con mctanol al 50%.
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g) Calculo de la movilidad relativa de las protefnas,

La movilidad relativa de las proteinas contenidas en
las muzstras es el desplazamicento que sufren con respecte
al corriaiento total de la muestra, obteniendose bajo la -
siguiente férmula:

d protelnas

Rf =
d muestras.
Re = movilidad relativa
d protefinas = distancia recorrida por las

proteinas

d muestras

#

Distancia recorrida por las
muestras.



D. ANALISTS DE LA ANTIGENICIDAD DE LAS IFRACCIONES,

Se utilizaron seis conejos de raza Nueva Zelanda --
adultos, con un peso promedio de 3Kg (3 machos y 3 hem~~-
bras}, de los cuales dos se inocularon con la fraccibn --
pC-A, dos con la fraccibén PC-B y dos quedaron como con---
troles,

1. El inGculo se préparS mezclando 0.25mi de la frac
ci6n PC-A o PC-B con 0.25ml de adyuvante conpleto de ~---
Fréud inoculade per via intramuscular, Siete dfas después
se 4i6 un refuerzo con 0.25m1 de la fraccibn PC-A o PC-3B
por via intramuscular sin adyuvante. '

Quince dfas despu&s de la primera inoculacidn se
sangraron los conejos por via intracardiaca, para ceter-
minar el titulo de anticuerpos, dando a los 30 dfas otro
refuerzo de 0.25ml por via intranasal; la sintesis de --
este ensayo se muestra en la tabla siguiente:



CALENDARIO DE INOCULACION EN CONEJOS

IA INOCULACTION vVIia
0. 0.25ml de la fraccidén "PC-A" o "PC~-B" + adyuvante INM
completo de Freud. '
7 0.25ml de la fraccién "PC-A" o "PC-B" sin adyu--- IM
vante.
15 Sangrado para determinar el titulo de anticuerpos. Ic
30 0.25m) de la fraccidén "PC-A" o "PC-B" IN
50 Desfio con un cultivo vivo de flaemophilus pleurop~~- I N
neumoniae  {conc., 1 x 109 bacterias/mililitro).
71 Sacrificio de los conejos para inpeccibn de ——-

lesiones.

I M= Intramusculatar
T b 1u|rqunnn1

I C= Tniracardiaca .
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2, Determinacién de Anticuerpos

La determinacién de anticuerpos se realizf por los
métodos de doble difusidn y contrainmunoslectroforesis.

A, Doble difusién (método de Ouchtarlony)

La doble difusidén o método de Ouchterlony es la In--
munodifusién en la que el antfgeno y el anticuerpo difun--
den libremente en el gel; este método puede tener divex

i3

aplicaciones, por cjemplo, la determinacién de la posible
relacién inmunolégica entre dos antigenes, el nimero de --
sistemas antigeno-anticuerpo presentes y la semicuantiZi--
cacién de antfgeno o de su anticuerno,

Reactivos.
a) Amortiguadox
Tris G.1M, pi 8.2

b) Gel de agarosa.
Agarosa 0.75g
Amortiguador 100mi

La solucidn se calienta a 90°C con agitacifén --
constante

¢) Soluciédn de lavado
NaCl 0.1M

d} Solucidn tenidora.
Azul de Coomassie 1lg )
Btanol S0ml
Acido acltico 20ml
Agua 90ml
Esta solucidn puede usarse mucho tienpo despuss
de su prenaracion,

e} Solucién decolorante.
Bs la misma solucidn teiidora pero sin el awul é=
Coomassic.
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Procedimiento,

Para obtener un gel completamente homogéneo y unifor-
me las placas de vidrio (LKB 84 x 94 n:) sc c¢olocan sobre
una base horizontal y nivelada; en el centro de cada placa
se vierten 12ml de agarosa en solucifn que se difunde uni-
formemente. :

Despuds de la gelificacifn se hacen cortes circulares
con la ayuda de un sacabocados como se muestra en la figu-
ra siguiente:

En el pozo central se coloca la fraccibén PC-A o PC-B
y en los pozos que lo rodean se colocan una serie da dilu-
ciones de antisueros de los conejos inoculados con las ~--

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

Las placas se mantienen en una camara hfmeda hasta la
aparicifén de las bandas de precipitado; posteriormente
procede a tefiir de 5 a 10 minutos con la solucidén Dy fi--~
nalmwente se decolora,

El tftulo de anticuerpos se interpretar§ como la (iti
ma dilucibn de antisucro donde aparesca banda de przcipi--
tacifn,



B. Contrainmunoclectroforesis,

En la contrainmunoelectroforesis, los antigenos v
sus anticuerpos simultdneamente se someten a la accidn de
un campo eléctrico cn un gel a pH §.2; en estas condicio--
nes los anticuerpos casi no tienen carga, por lo que no se
desplazarfan bajo 2l efecto de la corriente eléctrica, sin
enbargo se mueven hacia el cdtodo debido al flujo endosmé-
tico del regulador ugado. Los-aentigenos que poseen carga -
negativa migran hacia al &anodo y mediante la disposicién -
apropiada de los pozos en el agar sc puede lograr que el -
antigeno y el anticuerpo se encuentren, reaccionen y seg ==
desarrollen bandas de precipitacidn en poco tiempo, depen=
diendo de la concentraci6n y de la velocidad de migracidén
de los reactivos.

Reactivos.

Se utilizan los mismos que en el método de doble -
difusibn,

Procedimiento,

Se disuelve lg de agarosa en el amortiguador (Tris
0.1M, pH 8.2) a la proporci6n 1: 100 (P/V),

Sobre las placas de vidrio (LKB 25 x 16.5cm) perisc
tamente desengrasadas se distribuye 65ml del gel; después
de la gelificacién se hacen cortes circulares de 3mm de --
difimetro & una distancla entre bordes de 5mm con la ayuda
de un sacabocados. Los cilindros de agor del interior de -
la zona de corte se¢ retiraron, areandose pozos perfoecta---

menteo regulares dicpuestos como se muestran en la figura.

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

de antisueros recolectados de los concjos qgue fueron ino--
culados con la fraccién PC-A o PC-B y los sueros controles,
después se lleva la placa al aparato de electroforesis y -
las cé&maras laterales se llenan con el amortiguador, conec
tando la placa por medio de hojas de papel filtro humede--
cidas con el misno amortiquador de la cémara; se conect6 -
la fuente de poder y después de una corrida de 10 mA duran
te 60 minutos aparecen las bandas de precipitado, se saca

la placa y se mantiene el gel en camara h(meda durante 12

horas.

- Se resuspende el gel 24 horas en solucifn amortigua--
dora salina fosfatada (PBS); la tincifn se realizé en azul
de Coomassie durante 5 minutos y se procede a decolorar el
gel.

ANTISUEROS

O ¢ O O O o0 O
O O Q O

ANTIGENOS
(PC-A o PC-B)

O

a

IGLENOS

(PC~A o PC-B)
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E, ENSAYO DE LA PROTECCION INDUCIDA POR LAS FRACCIONLS.
1. Técnica do desafio,

La estandarizaci6n de la dosis bacteriana se reall
26 en base a la curva de crecimiento en medio de casamino-
dcidos mAs extracto de levadura, obteniendo una concentra-
cibn de 1 x ].09 bacterias/mililitro,

Se lavé la suspensidn bacteriana tres veces con -~
PBRS 0.01i, pH 7.2 a 3000 rpm durante 20 minutos a 4°C, y a
cada conejo se le inoculd Iml por via intranasal.

Los conejos sc mantuvieron en observacitn midiendo
la temperatura antes y despufs de la inoculacién, se sa---
crificaron y se tomaron wmuestras de los pulmones para rea-
lizar ex&men histopatologico.
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|

Extraccidn del complejo
polisacdrido

l |

|
lAnalisis de las fracciones l Determinacidn de anticuerpos
{ I
{ | N
LEetcrminacién de proteinas {Electroforesis l [ Doble difusionl
SO MR

chterminacién de pentosas ‘ [Pontrainmunoelectroforesis

e e e e e [T _J e et e

I

lﬂeterminacién de endotoxinal

Ensayo de la capacidad de proteccidn
de Jan fraceiones en conoto

Sinopsis de materiales y mé&todos



- 43 -

CAPITULO CUATRO

RESULTADOS

A. CURVA DE CRECIMIENTO,

Bn la tabla 1 se .nmuestran los datos obtenidos de la -~
curva de crecimiento para flaemophilus pleuvopneumoniae &ero
tipo 5 en medio de cultivo Y,

Tiempo Absorbancia logig de la UFC/ml
550 nm conc, bacteriana
0 min. 0.01 8,06 11.4 % 10°
15 min. 0.01 8.06 11.4 % 10°
30 min. 0.01 8,06 11,4 = 10°
45 min. 0.03 8.43 26,9 % 10
1 hr, 0.16 9.20 15,8 x 103
2 hrs. 0.64 " 9.66 45.7 = 103
3 hrs. 1,23 9.81 64.5 » 163
4 hrs. 1.46 9.92 83,1 x 105‘
5 hrs. 1.48 . 10.20 15,8 x TR
6 hrs, 1.53 10.26 18.1 x xo&l
"7 hrs. 1.53 10.26 18.1 = 10%
. 8 hrs, 1.53 10.26 18.1 x 109}
i
|

Tabla 1. Valores de la concentracidn bacteriana de la cure
va de crecimicnto, Se utilizdé un cultivoe de Fa:o-
ii)01‘7}1'l:2-1l{? :'7:(31(7‘"[/')1("!!“}20}2’l:(l(,‘ en medio CY lz'.qnido L'H-‘.g
tenido on agitacidn a 100 rpm y 36°C.

UFC= 'Unidades formadoras de cclonia.
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B. EXTRACCION DEL COMPLEJO POLISACARIDO,

Al realizar la extracci6n, el detergente no se disolvid
completamente en el sobrenadante de cultivo, sin embargo --
se fué eliminando conforme sc realizaba el proceso, guedan-
dose la amyor parte en la disolucién en etanol,Los precipi-
tados obtenidos en cada una de las etapas fuer6n fdcilmente

disueltos en solucifnes de NaCl,

Se obtuvo aproximadamante 0.5g de las fracciones PC-A
y PC-B, precipitados de color grisaceo que se disolviexron
en solucién salina libre de pir6genos para realizarles un

anflisis composicional
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C. ANALISIS DE LAS FRACCIONES

C.1 Determinacibn de Proteinas

La tabla 2 muestra la cantidad de proteinas presentes

en las fracciones,

Fracciones A=230 N":z260 Conc. de Prcteina
( po/ml )

pp. 10 0.780 0.966 0.003

pp. 13 1.404 1.186 0,223

snd. 16 1.314 2.640 0.054

snd. 17 3.050 3.170 0.423 J

PC-A 0.575 0.755 0.064 |

(frac.14) E

PC-B 0.768 1.489 0,036 :

(frac.18) . ;
i

Tabla 2. Concentracidn de proteina en las fracciones.
La columna referida como"Concentracidn de -
proteina® muestra los resultados de la opera

cidn;:
8 - 75. = microgre ililiey
183 Mg 75.8 A, microgramos/mililizro
Donde A

230 ©¢° ¢l valor de la absorbancia a -~

230 nanometros vy hogo ©8 el valor de la absovr

bancia a 260 nanometros de las fracciones.
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C.2 Determinacién de Pentosas,

Valores de absorbancia de la curva patrén de rikoss

utilizando cl método de Orcinol,

Ribosa Absorbancia
(mg/ 1) ( 665 nm)
0,01 0.001
0.05 0.008
0.10 ’ 0.020
0.25 0.022
0.50 0.037
1.00 0.067
2.00 0.112
3.00 0.181
4,00 0.217
5.00 0,273

Tabla 3.



CURVA PATRON DR RIBOSA

rbancia :

(e}

[ —

m = 0,05
b = 0,001
Correlacidn = 0.994

Concentracidn de ribosa

(mg/1)



CANTIDAD DE RIBOSA EN LAS FRACCIONES

Fracciones A Al A -~ A " Ribosa Rihosa en ..

la muestra
(mg/ 1) { mg )

pp. 10 0.390 0.205 0,185 ‘ 3.30 0,013

pp. 13 0.334 0.183 0.151 2.67 0,011

snd. 16 1.459 0.846 0.613 11.27 0.045

snd. 17 3.640 2.340 1.300 24,05 0.096

PC-A 1.193 0.709 . 0.484 8.88 0.035

(frac.14) '

PC-~5 1.078 0.613 0.468 8.79 0,035

(frac.18)

Tahla 4.

Concentracidn de ribosa en las fracciones.

com letra A so munstran los valores de absorbancia de las fracclones
gin tratamiento con Naoll; con A' los valores de absurhancia denpulin
dol tratamiento con Nao#l O.iN y la columma A - A' muestra las absor-
e b delechnlos win 1a interferondh de deidos nueclédicos y deriva-

dos nucleotidicos,

8y -



c.3 CURVA PATRON DE ENDOTOXINA

Dilucidn Concentracitn de endotoxina Control positivo E.coli Pirotest Resultados
{nl) {pt)
Sin dil. 2 ng/ml 1 1 o
1: 10 200 po/ml 1 . 1 +
1: 100 © 20 pg/ml 1 ‘ 1 +
'

1: 500 4 pg/ml 1 .1 + S
1: 1000 2 pg/mli . 1 T + !
1; 5000 0.4pg/ml 1 1 -
1: 10009 0.2vg/nl 1 o ] -
Contrel ~ - 1 -

nenative

fabla 5.

El cambio de positivo a negativo se encuentra entre las diluciones 1: 1000 y 1: 50000
es decit entre 2 po/ml v 0.4 py/ml. La media de ambos valores es 1.2 pg/ml valor que tema-
rujios coa Gantidad wrname deoendotoxing que poede detectar el nado do acbag gue e

romos.



DOTERMINACION DE ENDOTOXINA EN LAS FRACCIONES

pilucion 1: 10 1: 100 1::1000 1: 10000 1: 100000
"pC-A" + + - - -
“pC-p" + - - - -

Tabla 6.

Sabiendoe que el lisado de amebocito de limulus detecctaba apro~-
ximadanente 1.2 pg/ml de endotoxina, podemos determinar la cantidad
de endotoxina en las fracciones PC~A y PC-B, El siguiente cuadro ~-

resume dichos resultades.

Muostra Primera dilucion con Cantidad de endotoxina en
resultado negativo Las fracciones
{ pa ) { ng )
CRC-A" 1y 100 480 0.48
et Ve louu A000 4.8

PTabila 7.,



C.4 Electroforesis.

A) Curva patrdn,
Para abtener la curva patrén se uso un equipo de
calibracién de Pharmacia Fine Chemicals, cue con-
tenfa una serie de protefnas con peso molecular -

deterninado.

Proteina ' Peso log PM Re -
molecular
Fosforilasa B 94000 4.97 ¢.193
(nfisculo de conejo)
Albdmina sérica bovina 67000 4.83 0.232
Ovoalblmina 43000 4.63 c.372

(huevo)

Anhidrasa carbodnica 30000 4.48 C.67%
(eritrocito bovino)

Inhibidor de tripsina 20100 4,30 ¢.ed4¢
(soya)
Alfa lactoalblmina 14400 4,96 ¢.847

(leche bovina)

Tabla 8. Pesos moleculares v desplazamiento relative
de las proteinas utilizadas para realisar -
la curva patrdn cn una clectroforesis an --
geles de peliavrilanida-dodecilsul fate de -
sodio, realizada a 40 mA, piH 8.3 a ternpera-
tura ambiento,
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CURVA PATRCR PARA 14 CETERMINACION DLL PESO MOLECULAR

5
'y
m =-1,002
\ h = 5,089
Correlacién = 0.97
4
==

4=

5.1 0.2 0.3 0.4 0.50.60.7 0.6 0.9 B
R f

En 8sta grafica sc representa el desplazamicnto relative de
las proteinas con respecto a su peso’ melecular, en una electro-
foresis en geles da goliacrilamida - dodecilsulfato de..sodio.
voltaje = 40 mA
pli = 8.3

temperatura = 21°C
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B) Andlisis eclectroforetico de las fracciones,

De acuerdo @ la grafica de la curva patrén se rea
1iz6 el andlisis clectroforetico de las seis Gltimas frac
ciones (figura 1), en el que se obtuvieron los pesos mo-~-
leculares de las protecinas, registrados en las siguientes
tablas:

Re log;, PH PM
0.057 5,03 107000
0.204 4.89 78000
0.227 4.86 . 72000
0.375 4.71 51000
0.614 4.47 30000
0.841 4.25 18000
0.909 4.18 15000
0.954 4,13 14000

Tabla 9. Pesos moleculares aproximades de las proteinas
presentes en el precipitado 10,
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Rf log10 PM PM
0.047 5.04 110000
0.139 4,95 89000
0.186’ 4.90 79000
0.233 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
0.674 4.49 26000
0.791 4.30 20000
0.907 4.18 15000
0.953 4.13 14000

Tabla 10, Pesos moleoculares aproximados de las protsi-

nas presentes en el precipitade 13,



Tabla 11,

~ §5 -

Rf <log10 PM PM
0.163 4.93 85000
0.209 4.88 76000
0.233 4.86 72000
0.360 4.73 54000
0.628 4.46 29000
0.849 4.24 17000
0.895 4.19 16000
0.953 4.14 14000

Pesos moleculares de las proteinas presentes

en el sobrenadante

16.
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Rf ) log10 PM PM
0.139 - - 4,95 89000
0.209 4.88 76000
0.256 4.83 68000
0.372 4.74 53000
0.628 4.46 | 29000
0.860 4.23 17000
0.907 4.18 15000
0.965 4,12 13000

Tabla 12. Pesos moleculares aproximados de las proteinas
presentes en el sobrenadante 17,
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Rf log10 BM 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, Pesos moleculares aproximados de las proteinas
presentes en la fraceidn PC-A.



Rf log10 PM M
0.068 5.02 105000
0.114 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 proteinas
presentes en la fraccién PC-D.
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ELECTROFORESIS EN GEL SDS-PAGE

T By Y i
4

En esta exposicién se muestran las bandas de pro-
tefnas de las fracciones ensayadas y del patron de re-
ferencia, ' )



D. AHTIGENICIDAD DE LAS FRACCIONES

Conejos Extracto Titulo
1 BC-A , 1: 16
2 PC~A 1+ 16
3 PC-B 1;: 8 .
4 PC-B 1:8 b
5 ’ control - !
6 cont?ol -

Tabla 15.
El titulo de anticuerpos se evalubd mediante pruebas de

doble difusion (Ouchterlony) y contrainmunoelectroforesis,
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" CONTROL, DE TEMPERATURA EN CONEJOS

Temperatura
(°c)

desafio

50
tiempo ({(dias)

En ésta grifica se muestra las variaciones de temperatura en

las etapas de inoculacidn y desafio?

- . =, Control
IR AP PC-B
PC-A



ESULTADTOSS

Fraccion No, descripcidn

Tftulo de anti-
cuerpos

precipitado obtenido

de 21200 x g, 30 min

precipitado obtenido

de 21200 x g, 20 min

sobrenadante después
que la fraccidn 14
fué precipitada

sobrenadante después
que la fracecidén 18
fué precipitada

precipitado de la --
frac.,8 (200000 x ¢,
3 hrs.30min,) "PC=A"

precipitado de l1la --
frac.,t1 (200000 x g,
3 hrs.30min,) "“PC-B"

Proteina Pentosa Endotoxina
(mg/m1) (mg) (ng)
0.093 0.013 NT
0.223 x 0,011 NT
0.054 0.045 © NT
0,423 0.960 . NT
0,064 0,035 4.8
0.036 0,035 0,48

NT

N

NT

NT

1116

NT= No tratado

Tabla 16. Resumen de resultados,



CAPITULQ CINCO

pIrscusion

Anderson (4) estableci6 que el polirribofosfato (PR?)
integrante de la cépsula bacteriana es sintetizado duranta
el crecimiento e inclusive en la fase estacionaria(en un -
medio bien amortiguado) siendo arrojado de la célula duran
te y al finalizar la sintesis, aparentemente sin cit6lisis
y como una estructura muy grande. Los reportes de que estz
polisacdrido puede inducir una respuesta de anticuerpcs ¢z
larga vida sin una reaccién adversa, gue los anticuerros -
opsenizan in vitro, y protegen a los animales de laboratc-
rio apoyan la tesis de que la inoculacién de 8ste confier2
una inmunidad activa (3)., Esta inmunidad se ha demostradc
que potencializa un buen nivel, con la presencia en el --
in6culo de pequefias cantidades de protefnas bacterianas v
endotoxina (28).

El polisacérido capsular e¢s precipitable a partir.de
los sobrenadantes de cultivo por medio de un detergente -
catibnico, al igual que los &cidos nucléicos, alcunas ---
proteinas y muy bajas cantidades de endotoxina (6), dandc
este procedimiento buenos resultados en la preparacién de
soluciones inmunologicamente activas que son de gran va--
lor en el estudio de las respuestas a la vacunacién ccn--

tra especies pirogénicas gram negativas..

Aplicando esta netodologia para el aislamiento del -
polisacdrido capsular de Haemophilug pleuropneur:niac, ==

encontramos gue las proteinas presentes en los estractos



obtenidos estdn en muy baja cantidad, dentro de un amplio
rango de pesos moleculares, tal y como se ha encontrado -
en extractos obtenidos con otras bacterias (6).

La electroforesis nos muestra que los extractos ob--
tenidos contenfan proteinas con pesos moleculares entre =~
13000 y 110000 daltons predominando en las Gltimas frac--
ciones las de alto peso molecular; la mayor cantidad de -~
bandas se -encontré en los extractos tratados con NaCl 1M
(precipitade 13 'y PC~B}, lo cual podrfa explicarse com---
prendiendo que el origen de ambos es el precipitaio 7, el
cual retiene gran cantidad de proteinas después de la ex-
traccién con NaCl 0.4M. Se ha logrado disminuir estos ni-
veles de protefnas de los extractos con fenol frio (5).

La cantidad de PRP en los extractos la obtuvimos mi-
diendoc la concentracién de pentosas en las nuestris, mé--
todo que ha dado buenos resultados en otros exgerimentcs
(4) . Aplicando las modificaciones que propone aswzll (£)
para eliminar la interferencia de log &cidos nucliicos
que precipitan junto con el PRP, observamos que el mats--
rial polisacérido en su mayoria fué obtenido de lcs ex—--
tractos finales, lo que indica que la precinitacién con -
detergente es un buen método para aislar el PRP dz2l Hac--
mophilus pleuropneumoniaz, logrando aumentar el rendimiszn
to si se estudian mds profundamente los fendmenros de sin-
tesis y liberacifn del polisacdrido capsular de esta bac-
teria.

La cantidad de endotoxina presente en los extractcs
fué muy pequeilia en comparacién con la cantidad de endoto-
xina que puede causar danos en el organismo, oste dato =s
clinicamente significativo v da buenas posibilidades de -
que este extracto pueda convertirse en un inmundgeno pro-

tector.
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Se ha encontrado ep otros experimentos que una traza
de endotoxina presente en los extractos es immunogénica--
mente muy activa (G}, esto puede demostrarse en el tftulo
de anticuerpos obtenidos de la inoculaci6n con PCrA 11:16)
que es ligeramente mayor al cque se obtuvo con PC-B (1:8)
tal vez debido a la cantidad un poco mayor de endotoxina
gue presenta el primero.

En general los niveles de anticuerpos que se produje
ron en las inoculaciones de PC~A y PC-B no fueron altos =
probablemente debido a algunas de las siguientes razones:

-~ La relacifén de endotoxina-proteina-PRP no logré --
adecuarse para potencializar el efecto inmunogéni-
co de la endotoxina y del polisacdrido capsular.

~ La inmunogenicidad del polisacdrido capsular varfa

' segln su peso molecular (27) y el contenido resi--
dual de agentes inmunoprecipitantes como 105 lipo-
polisacdridos {endotoxina) (68).

- El1 conejo no es un modelo eficiente’ para detectar
la inmunogenicidad del polisacdrido 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 dias de inoculacién de los extractos --
as{ como en el desafio de la bacteria viva registrandose
en ambos casos la misma magnitud de temperatura, es decir
tanto en los conejos incculados con PC-A como con PC-B.

En ¢l andlisis histopatoldgico se observo que sola--
mente en uno de los conejos innculades con PC-A se chcon-
trd leslonecs pulmonares, mientras que en los demds no se

observ6é ninguna lesidn.



Las lesiones de los pulmones del conejo inoculado ccn
PC-A probablemente se debieron a que tenfia mavor cantidai
de endotoxina que la fraccién PC-B, Lo anterior puede cc--
rroborar algunas observaciones en el sentido de que es 1z
toxina bacteriana y no la bacteria la que causa los darfics
en el pulmén (9) y en general todas:las manifestaciones -
de la neumonfa causada por el Haemovhilusz pleuropneumoni:z
" como un antfgeno protector, sin embargo es necesario esta-
"blecer el grado v condicicnes 6ptimas para la liberaciérn -

del PRP por la bacteria y repetir el expearimento en cerdas
para obtener mds datos acerca del comportamiento del poli-
sacdrido capsular como inmunégeno.



CAPITULQ SEILS

CONCLUSTIONES

1. Se obtuvo un extracto que contiene alta concentra
cibn de polisac&rido capsular y pequefas cantida-
des de endotoxina y proteinas a partir de sobre--
nadante de cultive de Kaemophilue pleurcpneumo---
niae serotipo 5 por medio de la precipitacién ccn
detefgentc catidnico y extracciones con MaCl y --
etanol.

2. La respuesta inmunologica que produce el extracto
al inocularse en conejos no cs muy buena, sin er-
bargo se puede aumentar estudiando mis profunda--
mente los fenfmenos de sintesis y liberacién del
polisacdrido capsular de Hdaemophilus pleuropneu--

moniae.

3. El conejo no es un buen modelo para estudiar el -
grado de proteccifn que produce el extracto obte-
nido, debe probarse en su hospedero natural parsa
observar las posibilidades de producir una vacura
con é&l.

4. Es necesario rcalizar un balance de costo de prc-
duccién y viabilidad de c¢ste inmunbégeno para su -
aplicacién como vacuna cn la industria de la por-
cicultura.
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