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RESUMEN 

Las enfermedades respiratorias del cerdo han mostrado es-­
tar asociados a una gran variedad de agentes etiol62icos, sin 
embargo el Virus de la Influenza Porcina y Haemo·philus · in-11 
fluenzae han mostrado una pato~enicidad definida para el pu~ 
m6n. Además Pasteurella· ·mult°ocida act6a como oportunista en 
las infecciones del tracto inferior siendo incluso más pat6g! 
na, que al agente iniciador del cuadro neum6nico. 

Las cepas de Pasteüre1la mul tocida tipo "D" productoras 
de la dermonecrotoxina probablemente causan neumonías y tie-­
nen una estrecha relaci6n con la rinitis atr6fica. 

Actualmente la atenci6n,se ha centro sobre el estudio de ~ 

la hip6tesis, de si la producci6n de la dermonecrotoxina de -
la cepa estudiada, está asociada al material 2enético de un -
pUsmido,pero actualmente la informaci6n al respecto era,1nula. 

Por lo que el obietivo principal de est(J.nvestigaci6n fu~­
demostrar que la dermonecrotoxina estaba codificada dentro -
del material genético de un plásmido y aportar una informaci6n 
sobre la caracterizaci6n de la dermonecrotoxina de la PasteH 
rella mul tocida tipo "D". 

En la cepa control de está bacteria, se logr6 extaer un 
plásmido detectados en 2eles de agarosa. Este pl4smido mostr6 
dos bandas presentes en un ran20 de 6500 y 4300 pares de ba­
ses.La cepa "Curada" con NA a 4(}0 u2/ml, no present6 ninguna­
banda en los mismos geles de a2arosa. 

Se utilizo un m6todo relativamente largo para concentrar -
la Exotoxina lle2ando hasta 790 ~g/ml, y oor medio de geles -
SDS-PAGE. con tinci6n de Nitrato de Plata, se encontraron 10-

bandas con diferentes pesos moleculares, de las cuales una de 
las m4s abundantes fué la que present6 aoroxiaadamente un PM 
de 22 000 d, v con la tinci6n de Azul de Cumasina,s6lo pre -
sent6 est4 banda.Está banda ya no aparece en la cepa que va­
no tiene pl4smido. 
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Los sobrenadantes de la cepa"Curada" con NA, y la cepa co!!_ 
trol tratada con Tripsina. Peosina y Temperatura, perdier6n -
la actividad de la rcacci6n dermonecrotoxica en piel de cuyes 
comparadas con la cepa control, dando la lesi6n caractcrfsti­
ca de un halo de induración y necrosis de aproximadamente de­
l.! cm de di~metro. 

De los 20 antibi6ticos evaluados en ambas cepas detecta-­
dos por el halo de inhibición de crecimiento bacteriano y 

por el Método de Viabilidad (UFC), se pudo apreciar que la -
cepa.present6 resistencia a 6 antibióticos, que despu!Ss del -
tratamiento con la NA, la cepa adquirió mediana sensibili ~ 
dad para 2 antibi6ticos (Colimixina y Cloranfenicol),dado 
por un estudio estadístico, por la prueba de t student, Que -
present6 raz6n estadística suficiente (p~.01) y alta sensibi 
lidad para los otros 4 antibi6ticos(Polimixina,Am.ikacina.Es-­
treptomicina y Lincomicina),dado por otro estudio estadístico 
Análisis de Covarianza, con raz6n estadística suficiente 
(p(0.01 ), observandose que la Amikacina fué el antibi6tico -
m4s efectivo a menos concentraci6n que los otros antibióticos 
para la cepa curada. 

Los antibi6ticos, se tomar6n como marcadores genéticos.ya­
que se encuentran en el material genético de Plásmidos R,oor­
lo que a la "CURA" con NA, se perdi6 la resistencia a 6 anti 
bi6ticos y la pérdida de la capacidad de producir la dermone­
crotoxina. 

Estos hallaz2os corrobor4n la hio6tesis planteada. "La pr~ 
ducci6n de la dermonecrotoxina esta codificada en el materi· 
al genético de un PUsmido R". 



3 

l.- ANTECEDENTES 

l. O Historia de Pasteurella multocida 

Las bacterias del ~énero Pasteurella han sido asociadas a 
una gran variedad de procesos infecciosos en las distintas­
especies animales. En México en el cerdo la Pasteurella 
más comunmente aislada es PasteUrella mUltocida, aunque no­
se le considera agente primario de la enfermedad sino como -
oportunista en procesos neum6nicos y rinitis atrdfica. 

El nombre de Pasteurella fué introducido en homenaje a 
Louis Pasteur, por sus observaciones sobre c6lera aviar . 
Pasteurella multocida fu6 aislada por ~l. Tossaint de una ga­

llina (1879). El nombre actual de la ~· mUltocida fué acufia­
do por Rosenbusch y Merchant en 1939. 

1.1 Características Generales 

Las cepas de E_. mul to·c ida aisladas de animales que han p~ 
recido de la infecci6n , a la tinci6n de Gram,se observa su­
morfolo~ia como : cocobacilos,gram uositivos, ovoides cortos, 
capsulados v una binolaridad clásica:midiendo aproximadamen­
de 1 X O.S-0.8 um. 

Aunque la morfología y caracter!sticas tintoriales pueden 
variar., particularmente cuando se aislan del tracto respira­
torio superior y despu6s de cultivos repetidos en medios ar­
tificiales ;en esas circunstancias deja de observarse la bi 
polaridad y pueden tomar forma de bacilos alargados, de S x-

1 um , con pérdida de cápsula( Buxton y Fraser,1977;Carter -
1978). 

Las colonias bacterianas, en medios s61idos como: Agar 
BHI, Agar Sangre.y Agar Soya Tripticasa.Estas son de tamafio­
mediano,redondas, brillantes, grisaceas. Se han observado --
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variantes coloniales lisas- iridiscentes,mucosas v rueosas -
azules(Carter. 1975), 

Estos microorganismos son inm6viles, no esporulados,anaer~ 
bios facultativos y crecen bien en medios sinteticos,enrique­
cidos con suero o sangre.Para el aislamiento primario pueden 
inocularse directamente placas de agar sangre, pero con la -­
inoculación a rat6n se mejorán los aislamientos (Carter,1978). 

En 1982,Pedersen,obtiene 18 aislamientos por cultivo dire~ 
to frente a 74, tras la inoculaci6n en rat6n de casos de rini 
tis atrófica. En 1984 Cowart y BackstrHm,También de muestras­
nasales encuentran 16.6% de f. ~ultocida en agar sangre con­
tra un 35.2% de aisla~ientos en la inoculación paralela a ra­
tón, se aumenta la proporción de bacterias con tipo capsular­
"D" . En pulmones neumónicos se han detectado hasta 49.6\ de 
aislamiento por cultivo directo y 58.4\ de aislamientos en ra 
t6n(Pijoan y cols.,1984). 

1.2 Caracterizaci6n Antigénica 

Los antígenos capsulares han sido estudiados por distintos 
autores. En 1947,Roberts,defini6 4 grupos ;I,Il,111,IV, me-­
diante pruebas de protección cruzada. En otros estudios, por­
hemaglutinaci6n indirecta,procedimiento en el cual se absor-­
ben los polisacáridos a globulos rojos, se ratificó la exis-­
tencia de 4 tipos de cápsula: A,B.C,D : más tarde el serogru­
po C se descartó para establecer un nuevo tipo ~ (Carter,1961 
y 1963). La clasificaci6n de Carter se corresponde con la de­
Roberts del siguiente modo: B/I, A/11,E/III,D/IV. 

Posteriormente se encontraron dos métodos no seróló2icos -
y rápidos para la determinación de los tipos capsulares A y D. 
Un método de aglutinaci6n r4pida con acriflavina, para dife-­
renciar las tipo D (Carter y Subronto, 1973). Y otro donde se 
demuestra la sensibiliadad de las bacterias tipo A a la de-­
capsulaci6n con hialuronidasa estafilococcica( Carter y Run-
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dell,1975; Carter,1972), 
Además de los antígenos capsulares se han estudiado los -

antígenos somáticos de pared celular.En 1961,Namioka y Mur!!_ 
ta, utilizando un método de aglutinaci6n en tubo con bacte­
rias decapsuladas con tratamiento ácido ,observar6n 14 ti-­

pos anti~énicos . Mediante una técnica de inrnunodifusi6n en­
gel, para la detecci6n de antígenos termoestables de la pa­

red celular, reconocieron 16 diferentes antígenos, sin rela­
ci6n al tipo capsular ( Heddleston y cols.,1972).Los dos mé­
todos para caracterizar antígenos somáticos producen result! 
dos similares y se considera que el mayor componente de la -
especificidad del antigeno somático resid~· en el lipopolis! 
cárido ( Bro~den y Rebers,1978; Shigidi y Mustafa,1980). 

Por otro lado en un estudio comparativo de los métodos de 
tipificación para antí~enos capsulares y somáticos se obse~ 

v6 una falta de correlaci6n entre los distintos sistemas( 
Brogden y Packer,1979), 

Con inmunoelectroforésis cruzada se han evidenciado 55 -
anti~enos citoplasmáticos y 19 de la envoltura celular.Al­
comparar los distintos métodos de extracción de antígenos 
capsulares y somáticos, se observar.on que cada sistema de 
extracción poseia un cierto número de prote!nas diferentes­
esto explicaría la falta de coincidencia de los métodos de 
tipificación (Bhasin y Lapointe-Shaw1 1990a y 1980b). 

La complejidad anti~énica de la bacteria permitiría expli 
car la débil inmunidad cruzada que se ha observado por inmu­
nización experimental al ratón (Rimler y Boycott,1979; Van -
der Marel y cols .• 1984); asi como la poca utilidad de la va­
cunación en cerdo (Pijoan y cols., 1982). 

Se han realizado estudios acerca de los tipos antige6~­
cos m~s comunes en cerdos para fines epidemio16gicos v de -
vacunación. 

En 1967, Carter public6, datos de Z97 aislamientos, en -­
distintas partes del mundo, a partir de diversos cuadros clí 
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nicos en cerdos: 157 se clas~ficaron comQ tipo A,118 tipo D, 

3 tipo B y 19 no fuer6n clasificables. Las bacterias tipo B 
procedían de cuadros septic6micos • 

Otros autores sefialan que los tipos capsulares, en combi· 
nacidn con los somáticos más frecuentes en cerdos: son: A~l­
A:3,A:S,D:l,D:4 y D;lO, aunaue los autores no comentan el o­
rigén nasal o pulmonar del aislamiento (Buxton y Fraser,1977). 

En 1983, Pijoan y cols., encontraron ZZ l>asteu·r·ena multo 
cida en pulmones neum6nicos de rastro., de las cu4les el 
97.3 \ fueron del tipo capsular A y el resto del tipo D.La -
combinación del tipo capsular y somático: A;l(S) en el 39,l\ 
A:3(4,S.12) en el lZ.2\, A:3(4,S) en el 11.Z\,A:l(S,12) en -
el 10,4 \, A:3(6) en el 8\ ,A:S{6) en el 8\,D:S en el 33\ y· 

D:3(S) en el 33\. 

Estudios realizados en 1977, por Van Meyering y cols., -
aislaron de cavidad nasal un 27\ de tipo A, un 71\ tipo D 
y un 2 \ de tipo B.; la proporci6n de los tipos A v D fu~ si 
milar tanto en explotaciones afectadas de rinitis atrófica -
como en aquellas que no presentaron el problema. 

Los resultados del n<ímero ·de Pasteurellas tipo A y D, ai! 
ladas por nosotros son sirnilar·es a las obtenidas en estudios 
sobre rinitis atrófica a partir de auestras del rastro de 
Cuautitlán de Romero Rubio,Edo. de MEx., encontramos los si­
guientes resultados : 18.42\ tipo A,42\ del tipo D,18.12 ti 
po D/N y un 13.45\ de no clasificadas, de un total de 38 
Pasteurellas,observandose una falta de correlación entre el­
tipo capsular y la patogenicidad para rat6n por via intrape­
ri toneal {Pujols y cols. 1 1984). 

1. 3 Patología 

La f.. rnul tocida es un comenzal frecuente en la naso far in 
te y puede persistir allí, sin dafto aparente para el huEsped 
(Coll ins, 197 8). 
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Aunque la adherencia a eoitelios no parece ~er una car~c­
terística de ~sta bacteria. En 1968 Harris v Switzer, obser­
var6n que la colonización nasal se vi6 favorecida después de 
la inoculación de Bordetella bronchise_ptica . En 1984 Peder­
sen y Elling. solo produjeron la colonización nasal después 
del tratamiento con una solución de ácido acético al 1\ sori­
bre la mucosa. En 1983 Gois y cols., obtuvieron la coloniza­
ci6n nasal a corto y largo plazo en cerdos obtenidos por ce­
sárea y privados de calostro ,estos resultados sugieren que­
la bacteria solo coloniza la mucosa de la nariz bajo determ.!_ 
nadas situaciones predisponentes como : stress, acinamiento; 
cambios de alimentación o temperatura etc .. 

La colonización nasal podría explicar el que las bacte­
rias pueden descender hasta el tracto respiratorio infe-~­

rior del mismo animal o de animales cercanos libres que se ~ 

infectarian por inhalación de los aerosoles liberados de los 
cerdos portadores. 

En 1982.Piioan y cols., en un experimento con P. multoci 
da inoculada a cerdos, se observaron que los animales con-­
trol que no estuvieron en contacto directo con los inocula-­
dos desarrollar6n anticuerpos una semana después que los de­
más, por lo tanto concluyer6n que ~· multocida es capaz de­
difundirse r4pidamente en las explotaciones. 

La inoculaci6n experimental no reproduce los síntomas y -

. lesiones de la enfermedad respiratoria (Carter.1975;Gois y -
cols. ,1983;Pijoan y cols.,1982), sin embargo la t· multocida 
es uno de los agentes aislados con mayor frecuencia de oulm~ 
nes neumónicos (Gois y cols.,1980;Kielstein y cols.,1977; 
Ochoa,1978;Yamamoto y O~ata 1982). Además 6sta bacteria pue­
de producir patologia solo cuando es inoculada en combina--· 
ci6n con otros agentes que disminuyen los mecanismos de de-· 
fensa pulmonares (Kilestein y,;cols.,1977; Pijoan y Ochoa · 
1978b' Raynaud y cols. 11977;Litle y Hardina,1980). En 1980 
Bentley y Farrington, fuer6n los unicos en producir neumoniás 
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experimental ,por inoculaci6n .intratraqueal de f, mul~ocida 
unicamente,pero la bacteria usada en este caso fu~ una tipo 
B,está reportado que son causantes de septicemia aguda en -

cerdos (Murty y Kaushik.1965) v son extremadamente raros (­
Carter,197S), 

Las ~· •ulto~ida tipo A, causan rinitis supurativa. 
otitis media, neumontas enzootica, conjutivitis,niometrta,­
abscesos subcutáneos,orquitis y septicemia aguda en conejos 
{Shoung Lu y Pakes,1981). 

Los mecanismos de pato~enicidad en la infecci6n por Pas­
teurella multocida, tipo B , ha sido descrita una t6xina,de 
composici6n proteica, a la que se ha hecho reaponsable del­
cuadro sépticemico (Carter,1978), 

La endotoxina de ~· multocida, se ha relacionado con la­
virulencia (Rebers y Heddleston,1974;Rebers y cols.,1980), 

Por inoculaci6n experimental en rat6n se ha observado 
que los tipos capsulados son más virulentos que los no cap­
sulados (Carter y Bigland,1953) y se ha observado resisten­
cia a la fagocitosis de las cepas capsuladas (Maheswaran y­

Thies,1979): además la cápsula podria protei.?er a la bac;;­
teria de la accidn del complemento y de la opsonizaci6n ( -
Carter v Bi21and,19S3). 

La disminuci6n de la eficiencia de las células fagocita­
rias se ha tratado de explicar por un mecanismo similar al 
utilizado por ~· haemolytica según el cual la bacteria 
produciría un factor citotoxico para macrofagos y neutr6fi­
los (Benson y cols., 1978;Kaehler y cols., 1980;Markham y -

Wilkie, 1980). 
Recientemente se detectd la produccidn de una dermonecr~ 

toxina por !· multocida tipo "D" • Estas bacterias produtt2._ 
ras de exotoxina han sido asociadas junto con !· bronchisev 
tica como agentes capaces de producir lesiones severas en­
cornetes nasales (De JonR y cols •• 1980;Pedersen y Barfor~-

1981 ;Sch"s y Thiel, 1984).La inoculacidn intranasal de la­
t6xina a cerdos gnotobidticos,provoca atrofia aarcada de --

'< -
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cornetes (Martineau y cols,, 1982), 
Las !· multodda tipo 1'D" productoo~ de toxina colonizan 

1 a nariz de cerdos inoculados con: _!!. bro·n·chts·e·pnca , por 
tiempos prolongados , que cualquier otro tipo de P. multocida 
(Rutter,1983), 

La t6xi ~enta-las siguientes caractertsticas fisico--
qu1micas: Es inactivada a S6°C durante 30 min.,sensible a pr~ 
teasas K y a una soluci6n de formalina al O,Z\ durante 18 -· 
hrs. a 37°C, parece ser sensible a tripsina en soluciones del 
30- 40 \ de sulfato de amoni9permanece en el sobrenadante tras 
centrifu2aci6n a 150 000 g y tiene aproximadamente un PM de-
20 000 d (Rutter,1983:Van der Heyden y cols., 1984). 

Los antisueros obtenidos por inoculaci6n de la t6xina o de 
la bacteria a animales neutraliza los efectos de la toxina (· 
Rutter,1983;Rutter y cols.,1984;Pennings y cols.,1984). 

Los cambios patol6gicos observados en Pasteurellosis pulm2_ 
nar son parecidos a los descritos en casos de infecci6n por -
Mycoplasma,complicados por agentes secundarios (Carter,1975). 

Macroscopicamente se aprecia una consolidación roiiza a -
2ris dependiendo de la antiguedad de la lesi6n, la extensi6n 
es váriable, encontrandose ~eneralmente afectados los lóbulos 
apicales y cardiaco : aunque tambi6n pueden estar afectados -
los 16bulos intermedios y la porción anterior de los diafra~­
m4ticos. Es frecuente observar una pleuritis serofibrinosa -­
con o sin adhere~cias(Pijoan1 1982a). 

Microscopicamente se aprecia una bronconeumonía exudativa­
con distribución lobular. Incialmente se encuentra una infil­
traci6n leucositaria perivascular y peribronquiolar, en2rosa· 
miento del septo alveolar e invasi6n de neutrofilos,celulas -
mononucleares y exudado mucopurulento en alveolos y bronquio­
los, acompañados generalmente de una reacción pleural fibrino 
purulenta ( Schofield11956). 

1.4 Profilaxis, Control v Tratamiento para P. multocida 
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Aunque es posible encontrar bacterin~s comerclalcs contra 
Pasteurellosis porcina, estas usualmente son pobres debido­
oor un lado a la naturaleza multietiol6gica de la enfermedad 
y por el otro lado al uso de serotipos diferentes a los pre­
valesc ientes en la zona que desea proteger. 

Las medidas de control incluyen Ja prevención d..e--.a-!:!~~ 

en lechones, adecuada alimentaci6n y evitar el exceso de hd­
medad y cambios bruscos de temperatura. Las investigaciones­
dentro del campo inmunogénico de E_. multocida en los Ciltimos 
años han llegado a desarrollar una variedad de agentes inm~~ 
no profilácticos, otro aspecto de prevención inplicaría el -
evitar la vacunaci6n contra el c6lera porcino al mismo tiem 
po que se realice el destete ya que esto promueve la inva-•­
si6n de E_. multocida ( Piioan y Trigo,1982). 

P. multocida es altamente sensible a la oxitetraciclina -
y a la clorotetraciclina, sensible a ctoranfenicol,dehidroe! 
treptomicina y penicilina; es resistente a bacitracina y su! 
fa triple. El tratamiento solo es eficaz al inicio, se reco­
mienda el uso de sulfamerazina y/o sulfatiazol para cepas re 
sistentes ( Murty y Kausshik,1965;Pijoan y Tri~o,1982). 

1.5 Importancia en Nuestro País 

Uno de los problemas limitantes en la producción porcina­
son las p6rdidas ec6nomicas ocasionadas por la alta inciden­
cia de enfermedades respiratorias, las cuales se traducen en 
desnutrici6n,abortos y muertes. Anualmente M6xico pierde gran 
cantidad de carne porcina debido a este tipo de enfermedades, 
en la mayorfa de los casos no son diagn6sticadas con exacti­
tud sin embargo son varios los agentes involucrados en estas 
afecciones pulmonares entre los más importantes se han aisl! 
do algunos virus respiratorios, Mycoplasma y P. multocidas.­
(Pijoan y Tri~o,1982). 
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2.0 Toxinas Bacterj~n~s 

Las bacterias dan lugar a procesos patol62icos atráves de­
tres mecanismos: 
1.-La invasividad, que es la capacidad de entrar en los teji.· 
dos del huésped,multiplicarse ahí y diseminarse. 
2.-La toxigenicidad, la capacidad de producir toxinas. 
3.-Inducci6n de respuestas inmunes a antígenos bacterianos o­
sus toxinas. 
(Bier,1977;Dulbecco y cols.,1980;Rbbert,1981). 

Las toxinas bacterianas suelen clasificarse como Exotoxinas 
v Endotoxinas 

Exotoxinas 
1.- Son proteínas excretadas por los microor2anismos que las­
producen al medio circundante en que crecen~:; 
2. - Su concentrac i6n en la mayor fa de los casos, parece ser P!. 
ralela al crecimiento bacteriano. 
3.- Son polip6ptidos de 10 000 a 900 000 d de PM, 
4.- Son producidas por ciertas bacterias gram positivas y o-­
cacionalmente por gram negativas . 
S.- Producen efectos t6xicos altamente específicos en ciertos 
tejidos,tales efectos son caracteristicos y sirven para iden 
tificarla. 
6.- No producen fiebre en el huésped 
7,- Son poco estables. 
8.- Pierden rdpidamente su toxicidad por calor a 60°C. 
9. - Se alteran r4pido a la temperatura ordinaria o nor expos,! 
ci6n a la luz ultravioleta. 
10.- Son fuertemente anti26nicas inyectadas en animales. 
11.- Estimulán la producci6n de grandes cantidades de antito­
xina neutralizante, 
12.- Pueden ser convertidas a toxoides at6xicos anti~6nicos,­
con tratamiento de aldehído f6rmico,enzimas proteollticas, ca 
lor v otros. 
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EndotodniJ.~: 

1.- Son complejos de lipopolisacárido (LPS),de la pared cclu 
lar de las bacterias. 
2.- Se liberán al medio solo cuando el microorganismo se auto 
lisa o .es artificialmente fra~mentado por métodos mecánicos o 
quimicos. 
3.- Son macromoléculas compleias que contienen LPS y fosfolt­
pidos. 
4.- Son liberadas principalmente y si no de manera exclusiva­
por bacterias gram negativas, entre ellas P. multocida (Sri·­
vastava y Foster,1976). 
S.- Son poco t6xicas. 
6. -Producen fiebre con frecuencia. 
7.-Son relativamente estables. 
8.- Conservan su toxicidad despu~s de calentamiento a 60°C, 
9.- No se alterán cuando se guardan a la temperatura ordina 
ria,ni con la exposición a la luz ultravioleta. 
10,-Son debilmente antigénicas. 
11.-No estimulán la formación de antitoxina. 
12.-Estimul4n la formación de anticuerpos al residuo del po­
lisacárido. 
13. - No son convertidas a toxoides. 
{Bier ,1977;Dulbecco y cols,, 1980:Robert y cols.}98t;Sanford 
1982) •• 

2.1 Obtención y Caracterizaci6n de Endotoxinas, Exotoxinas y­

Otros Compuestos. 

En 1977 Kunwar y cols., obtuvier6n de una cepa de E· ~ 
cida, fracciones inmunogénicas que fuer6n separadas de fil-­
trados de cultivo en una columna de Sephadex ;una parte fué -
extraida con eter la llamada glicopolisacárido (GLP),una par­
te no tratada (IF): y la última extraida con fenol llamada -
lipopolisacárido (LPS), estas fracciones resultar6n ser pro­
tectoras en un 61,, 41 \ , v 19\ para rat6n respectivamente -
contra los cambios letales de P. multocida. 



Un grupo de investlgadQres,~islatOn endoto~ina de bacterias 
gram negativas , que en forma. de complejo usualmente se hav¡in 
infiltraciones -perlvasculares mononucleares en un oer1'.odo de -

3 a 6 hrs., cuando el in6culo de la dosis dan una inflamacl6n· 
minima ( Greisman y Hornick 1197Z). 

En o'tro estudio encont·rar6n que un efecto de las cndotoxi­
nas puede ser mediada como una acci6n citotoxica, sobre linf~ 
citos pequel'l.os a partir de extractos con fenol (Han y cols., -· 
1973). 

En 1976,Ehler y su grupo lograr6n caracterizar un LPS de ·­
algunas cepas de E_. multocida detectando la presencia de lip!!_ 
polisac!rido como : glucosamina,L.gliccro-D-monoheptosa,D-gli­
cero heptosa, glucosa y galactosa, como principales compues-­
tos y en ninguna forma equivali6 a los serotipos, 

Otro aislamiento de LPS fué aislado .a partir de un sobre· 
nadan te de H. influenzae tipo b, se precipit6 con un deter­
gente cati6nico ,La endotoxina residual se extraio con fenol­
frío y ultracentrifugaci6n ( Anderson y Srnith,1977).También se 
encontro que este sobrenadante, tiene un compleio lipoproteico 
además de polisacáridos capsulares (Anderson e Insel 198la y b) 

En 1981, Baluyut y su ~rupo encontrar6n en los sobrenadan-~ 
tes de cultivo de ~· multocida, una toxina con actividad cito 
toxica. detectandola con liberación de cromo,previamente trat! 
da.Ellos determinan una correlación de la vroducci6n de la ci­
totoxina, con la edad de cultivo (Fase logaritmica) mayor pro­
ducci6n y declina en la fase estacionaria del crecimiento bac­
teriano. La citotoxina fu6 concentrada v parcialmente purifica· 
da.por ultrafiltraci6n secuencial vor Diaflo,quedando está en­
membranas de PM de 300 000, fu6 altamente lábil y estable al­
oxígéno , suceptible a cambios extremos de pH y su actividad 
fu6 inactivada con tripsina. 

Un trabaio reciente demuestra aue aislar6n de sobrenadantes 
de ·1cul tivos de !:!· pleuropneumoniae, una exotoxina que purifi-
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ficar6n por ultrafiltraci6n con Membranas de Amicon, detec­
tandola en geles SDS-PAGE de un PM aproximadamente de 14 OOOd 

(De Regules y Noguera~l984). 
Recientemente detectar6n de P. multocida tipo "D" que la 

toxina que produce, presente las siguientes caracteristicas -
fisicoquímicas: Es inactivada a 56°C,durante 30 min.,sensibi­
lidad a proteasas y a una solución de formalina al o.zi dura~ 
te 8 hrs. a 37°C, parece ser sensible a tripsina, precipita -
en soluciones al 30-40i de sulfato de amonio.permanece en el-
sobrenadante tras 
PM aproximado de 
cols. 11984). 

la centrifugaci6n,a 15 000 ~ y tiene un -
20 000 d ( Rutter,1983;Van der Heyden y 

La toxina puede obtenerse del sobrenadante del cultivo ba~ 
teriano (De Jong y cols. 1 1980), o por sonicación del medio 

con bacterias y posterior clarificaci6n por centrifugación -­
(Rutter,1983). 

Para la detección de la toxina se han usado diversos sist~ 
mas biológicos: inoculaci6n intrad6rmica en cuyes (De Jon~ y­
col s. ,1980) ,estudio de letalidad para rat6n por via intraper! 
toneal (Rutter , 1983),toxicidad para cultivos celulares( Ru­
tter y cols.,1984¡ Pennings y cols.,1980), y medición de la -
atrofia de los cornetes nasales en cerdo (Martineau y cols.,-
1982). 

Algunos autores encontraron que f. multocida tipo A prod~ 
cía una necrotoxina pero no ha sido bi~n comprobada (SHder-­
lin~ y BergstrHm1 1984). 

Por m~todos de ultrafiltración se pudier6n detectar de c6-
lulas de ~· haemolytica, dos antigenos que al caracterizarlos 
dier6n uno de 100 000 y otro de 300 000 d de PM (Donachie -

y cols.,1984). 
Otros trabaios dicen que la concentración preeliminar de­

los productos extracelulares, presentes en el sobrenadante del 
cultivo bacteriano, es necesario concentrar va que se prese~ 
ton con bajas concentraciones, no permitiendo su purificación 
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y su caracterización, por lo que demuestran que uno de los-­

métodos que permiten una buena concentración de los productos 
extracelularcs es el de la Ultrafiltraci6n, con la ayuda de -

geles de SDS-PAGE (Blatt,1968;Bixler y cols.,1969¡Williams y­
cols.,1967). 

2.2 Electroforesis en Geles de SDS-PAGE 

Trabaios importante demuestran que la electroforesis en g~ 
les de SDS-PAGE, es un ánalisis que ha permitido caracteri-­
zar y observar la pureza de proteínas. En 1981 Baluyut y cols., 

encontraron una citotoxina de PM aproximado de 300 000 d en­
!'..· haemolytica. 

En otro estudio demostraron que por esta técnica,se enéon­

trarón 10 serotipos diferentes en la misma bacteria (Thompson 
y Mould ~1975). 

En 1980, Nicolet ·y cols., encontraron que las proteínas 
de sus muestras se comportarón igual a los patrones de prote! 
na de sobrenadantes de cultivo de !!· pleuropneumoniae,por !o­
que concluyen que la técnica de electroforesis con geles SDS­
PAGE es importante y permite tenerla como una herramienta ta 
xon6mica, 

Otros autores demostraron similitudes con un ~énero o con 
una especie de proteínas electroforeticas, pero no entre el­
mismo ~énero, debido a que los natrones de proteína son espe­
cie-especifico( Morris,1973: Nicolet y cols,1980). 

3, O Plásmidos 

El término de plásmido fué primeramente usado oor Thompson 

en 1931.Los plásmidos son moléculas circulares de DNA de do-­
ble cadena , los cuales se encuentran en el citoplasma de la­
célula bacteriana idependientemente del cromosoma.Estos plá~ 
midos son replicados y heredados a las células hijas durante­
la divisi6n celular. Los plásmidos pueden ser reconocidos co 
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constituyentes esenciales de la célul~,Estos pueden ex~stlr en 

dos estados alternativos ,aut6nomos 6 inte~rados.En el estado­
aut6nomo ellos se replican independientemente del cromosoma -
hospedador y usual~ente con un paso rápido.El estado integrado 
se refiere al estado de enlace del episoma al cromosoma del -
hospedador ( Hahn, 1976; Ha yes, 1968¡Watanabe,1963). 

3 .1 Plásmidos " R " 

Muchas de las bacterias resistentes a antibi6ticos, que -­
se encuentran en el material genético de un plásmido son deno 
minados Plásmidos "R" y el mecanismo de resistencia es com-­
pletamente diferente al de una mutante cromosomica resistente­
al mismo antibi6tico. 

Estos plásmidos causan considerables problemas médicos y­
veterinarios, por la m6ltiple resistencia antibi6tico(Hahn 
1976;Bouanchaud y cols .• 1969;Albritton y cols .• 1982;Watanabe,-

1963). 
Además muchos de estos plásmidos son conju~ativos y pueden­

ser transferidos particularmente entre diferentes g~neros de -
Enterobacterias y poroué muchos d~ ellos poseen resistencia e! 
pecifíca a uno o más que pueden llegar hasta 6 6 7 drogas no­

relacionadas entre sr (Cluzel y Joly11978). 
El primer aislamiento de resistencia mOltiple a drogas fué 

reportado por Kitamoto, encontrando resistencia a 4 drogas 
estreptomicina,tetraciclina,cloramfenicol y sulfas(citado en -
Bouanchaud y cols.,1969). 

La multiresistencia bacteriana de la quimioterapia de dro-­
gas por el descubrillliento del Plásmido"R" , es un factor extr!!_ 
cromosomal, el cuál es genl!ticamente responsable de estl:! fen6-
meno, dando las primeras observaciones de la transferencia del 
Plásmido"R", entre bacterias gram negativas (Watanabe, 1963}. 

Los PHismidos"R", son materiales de autonomía extracromoso· 
mal ,que llevan la herencia bacteriana, genes de resistencia -

a diferentes antibióticos ( Duck y cols. 1 197B;liah11,l976). 
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Los ant:i.b~óticos actú~ de tres form¡¡.s p¡¡.ra ~vudar ~. esta 
transferencia: 
1) Proveen un medio amb!entc en el cual an!camente las bacte­
rias resistentes a la·dro~a pueden crecer. 
2) Las bacterias de la flora intestinal normal que estan más -
adaptad.as a un medio ambiente .que generalmente compiten en ~ 

contra de los microorganisaos pat6genos son destruidos por el­
antibiótico. 
3) Como resultado de este desorden en la ooblaci6n microbiana­
se produce un cambio de condiciones de pH, oxigenaci6n,fuerza­
i6nica,etc. • que aumentan la transferencia de plSsmidos con­
jugantes. 
(Cluzel y Joly, 1978). 

3.2 Replicación de Pl4smidos 

La replicaci6n de los plásmidos se llevan a cabo en dos for 
mas diferentes:La replicaci6n Conju~ativa , que ocurre durante 
la conju~aci6n, en la cuál una sola cadena de DNA queda en -
la c6lula donadora y la cadena complementaria se transfiere a­
la receptora y es replicada para formar un duplicado del 
pl4smido en las dos c61ulas ; y la replicaci6n Vegetativa,que­
ocurre durante el ciclo normal de la bacteria, asegurando que­
las c61ulas hijas hereden el plásmido durante la división c~­
lular .Los dos procesos de replicaci6n son muy similares y no 
dependen de los mecanisaos de replicación de la célula (Clu-­
zel v Joly,1978¡ Sinha y.Srivastava,1978). 

Estudios hechos han peraitido observar que la resistencia -
a la amvicilina pasa por transfor11aci6n a .!?_ .•. cóli,_ pudiendo -
ocurrir esta "in vivo" • El PUs•ido"R" que da resistencia a­
antibióticos puede ser mediado por Renes llevados por elemen­
tos extracromosomales, estos pueden ser transferidos de una -
célula bacteriana a otra célula bacteriana, dando como resul­
tado, promoveer un efecto quimioterapeútico para enfermedades-



infeccios~s ( RQt~mi,198l;Z~erlllll\an y cols,,1979), 
En 1963 Watanabe,toma como fundamento que la múltiple resi! 

tencia a antibi6ticos, son llevadas y transferidas por un Piá~ 
mido, por lo que podria ser un eiemnlo de una herencia infect~ 
va, Otro trabajo demostró que efectuar6n una transducci6n de­
resistencia múltiple de antibi6ticos en Sa1monella t"iphimurium 
LT-2 con un fago P-22 (Watanabe y Fukasawa,1961). 

3.3 Plásmidos que Confieren Patogenicidad a Mamíferos. 

Tres tipos de plásmidos se han encontrado en las cepas ais· 
ladas de infecciones de humanos, bovinos y porcionos, los cua­
les no se encuentran en cepas no pat6genas. 
1) Los plásmidos "Ent" que codificán simultáneamente para la · 

sint6sis de dos tipos de enterotoxinas , una termoestable y 
1• la otra termolábil en E. f.2!.!.. 

2) Los pUsmidos "Hly", que especificán la producci6n de ·he· 
molisinas, que causan la lisis de los eritrocitos. 

3) Los plismidos"r', que son los responsables de la producción 
de los antígenos sobre la superficie celular de ~· coli. 

(Hda y cols.,1981: Hayes y cols •• 1968). 
En 1976, Hahn, encontr6 un plásmido que lleva el Plásmido · 

"R", adem'5 de la producción de oL -hemolisinas v antígenos de­
superficie bacteriana o enterotoxinas. 

Investigadores encontraron cepas epidermolíticas, producto· 

ras de toxinas en ª-· aureus , obtenidas en diferentes fuentes­
y fuer6n presentadas en un plásmido. Adem&s de producir una t~ 
xina produce una bacteriocina, que cuando se pierde el plásmi· 
do estas dos sustancias se pierden • Muchas Enterobacterias · 
son productoras de bacteriocinas, están determinadas por plás­
midos, esto puede ser un rasgo común,para otro ~~nero de bact~ 
rias. La creciente prevalescencia del plásmido transferible -
lleva resistencia a antibi6ticos y esta asociada a factores de 
patogenicidad, que llevan a serias illplicaciones (Hirsch.1978; 
Ishiguro,1981;Rotimi,1981). 
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En un trabaio,no llegar6n a ningunp comprobaci~n de que 
existiera al2una correlaci6n ·entre la producción de una t6xi­
na en Pseüdomona spvngae y la presencia de un plásmido, solo -
existi6 la baja expontánea de la habilidad de producirla,por -
lo que no se puede asociar con la baja de plásmidos específi -
cos,pero de alguna manera sugirier6n una cierta correlación de 
la producci6n de la t6xina y la pérdida del plásmido en otro -
estudio (Jamieson y cols.,1979:Jamieson1 1981). 

3.4 Plásmidos en In~enieria Gen~tica. 

La ingeniería genética puede ser de considerable importan­
cia cientifíca y tecno16~ica, ya que através de su tecnolo-~ 
gía,es posible producir genes obtenidos a partir de diversas -
fuentes dentro de Plásmidos bacterianos "in vitro". Estos ge-­
nes pueden ser obtenidos a partir de otros microorganismos 
en particular a partir de Eucariotes, con el obietivo de obte­
ner proteínas o enzimas de intéres científico o tecno16gico. 

Los métodos experimentales, para introducir nuevos genes -­
dentro de plásmidos requieren basicamente de dos clases de -­
enzimas: Las endonucleasas de restricción las cuales dividen 
mediante hidroli~is el DNA en sitios especiffcos y las DNA li­
gasas con las que se podrán unir posteriormente los fragmentos 
hidrolizados (Dulbecco y cols.,1980:Haves.1968;Watanabe,1963). 

4. O Compuestos Quimicos que Permitén "CURAR" los Plásmidos. 

Estudios considerables han sido dedicados a compuestos qui­
micos los cuáles permitén 1 "CURAR",las cepas de ciertas bacte­
rias por inhibici6n o pérdida de : El factor F, El factor R -
Resistencia a Penicilinasa, entre los más importantes {Hirota,-
1957). 

Estas drogas antimicrobianas parecen tener la funci6n de -­
combinarse con el DNA, distorcionando la estructura y su fun-~ 
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ci6n, esto es genenüizí\dQ, va que: parí!, c¡ida cqmpuesto solo -­
se especulá en su mecanismo de acción, 

El uso terapeútico de drogas antimicrobialcs selectivas toxl 
cas, han conducido ha una erradicación de muchas enfcrmedades­
infecciosas, por lo que representa un gran triunfo de la Cien-­
cia Médica en el Siglo XX. 

Estos agentes son de importancia considerable como herra---­
mienta bioquímica en investigaciones experimentales de procesos 
vivos. Paul Ehrlich. el padre de la Quimioterapia, refiere que­
se les pueden llamar a las drogas t6xicas selectivas :como "Ba-­
las Magicas" ya que actuán directamente en el sitio especifico­
hasta el final (Citado en Waring11968). 

En 1970 Hohn y Korn~ dicen Que las dro~as pueden inhibir di­
rectamente la replicación del episoma, bloqueando la iniciación 
o polimerización, o pueden prevenir el enlace de replicas del­
plásmido a los sitios de segregación. 

4.1 Naranja de Acridina 

Este compuesto pertenece al grupo de las acridinas aue son -
sentetizados químicamente. Estos fuer6n usados como agentes an­
tibacteriales por algún tiempo. 

Las acridinas tienen la habilidad de combinarse con los áci­
dos nucleicos. Estudios importantes demostrar6n que ocurren -­
cambios en las propiedades físicas del DNApor uni6n de esta dr~ 
ga. hay un incremento en la viscosidad y una caida del coefi--­
ciente de sedimentación y cambios en la difracción de rayos X. 

Se han podido obtener resultados "in vi tro", se observa un -
complejo metacromatico con DNA y RNA v se plantea, que probabl~ 
mente la uni6n de la droga a los pares de bases sea por la es-­
tructura secundaria de los &cidos nGcleicos. 

Estas observaciones llevar6 a Lerman a tomar como prop6sito­
un modelo de intercalación,para la unión de las acridinas al -­
DNA (entre pares de bases adyacentes de la doble hElice),forma~ 
dose una molécula más larga y m4s del2ada, de aqul el cambio de 
sus propiedades Usicas ya mencionadas anteriomente. Lo :esen- -
cial de esta teoría es que ocurren mutaciones de inserci6n y -
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pueden ser generado por un evento semeiante a una recombina- .. 
ci6n por apareamiento entre moléculas homólogas de DNA, una -
de las cadenas contiene una acridina intercalada, lo cual cs­
crucial para la explicación de la mutagénesis de inserci6r, 
que es la separaci6n de las pares de bases, en una distancia -
exactamente equivalente a la que sería ocupada por cualquier -
par de bases. La intercalación de compuesto ocurre aunque el­
DNA no se encuentre en replicación, pero para que se provoque 
la mutaci6n es necesario la recombinación. 
(Warin~, 1968). 

La narania de acridina (NA), convierte la células F+ a F 
en É.· coli , en este estudio encuentran que el ,grado de conver 
si6n es directamente proporcional a la concentraci6n de la 

acridina ( Hirota,1960 ;Hahn1 1976). 
Otro estudio importante realizado por varios autores, en-­

contrarcin que la NA elimina de ~· coli el factor F, totalme~ 

te. sus Tesultados indica-r6n que existía una inhibici6n inme­
diata dt replicación del episo.ma,a la adici6n de la NA (llohn­

y Korn,1969;Yamagata y Uchid~;l969). 
En 1981, Rotimi y cols., encuentran que concentraciones s­

subinhibitorias de NA, fué eliminado el Plásmido "R"en Bactc-­

roides ~· 
Los factores de resistencia son eliminados por narania de -

acridina( Watanabe y Fukasawa.1961), estos resultados su~ieren 
que la NA fué más efectiva que la acriflavina para está elimi­

naci6n, dando como contraste con los datos de Hirota en 1960, 
que dice que la acriflavina es más efectiva en el sistema de -
cada uno. 

4.2 Otros Compuestos. 

Estudios considerables, han sido dedicados a otros compues~ 
tos mutagénicos ,los cuales de alguna manera, inhibén la re-­
plicaci6n·ael DNA del plásmido, no permitiendole que esta cum­
pla con su determinada función. 
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Algunos invcstigadQres enc~ntrarOn que los factQrcs cito -­
plásmaticos, por la acriflavina se tJ:ansforma.n, dando tambi!?n­
cambios en el tamaño de las colonias en É.• coli cepas F+ a -
F-, o la eliminaci6n de este totalmente,tambi~n la resistencia 
a antibi6ticos (Hahn 11976;Mitsuhashi y cols.,1961: Watanabe y 
Fukasawa, 1960; Watanabe, 1963), Se han planteado importantes 
par&metros para la eliminación del pl~smido con la acriflavina, 
los cuales son: limite angosto de actividad del pH, in6culo p~ 
queño, medio de crecimiento orgánico, período de crecimiento de 
aproximadamente 6 horas, incubación fisiológica que soporta el 
crecimiento de la bacteria (~. coli). (Hahn, 1976). 

Otros compuesto que también tienen alguna función semejante a 
los anteriores son la rifampicina y la novobiocina¡ estos com­
puestos permiten la "CURA" del episoma F y el factor R, con do­
sis subinhibitorias (Johnston y Richmond, 1970: Me Hugh y Swartz, 
1977; Riva y cols .• 1973). 

Un detergente idnico (SDS), después de crecer con la bacte­
ria, did como resultado la baia de la habilidad de la produc­
e i6n de la penic i1 inasa, y la "CURA" total del plásmido. Es­
te agente es uno de los mas "curativos" para pU'smidos (Inuzu­
ka y cols .• 1969; Ishiguro, 1981; Lehrbach y cols. 1 1977; Sos­
tein y Baldwin, 1972). 

Se ha visto que la temperatura tambi~n es imnortante para 
la eliminacidn de los pl~smidos, En un estudio demostraron 
que hubo p~rdida del factor R, con una temperatura de 43:c a 
44°C. perdiendo la resistencia a tatraciclina v penicilina. 
Se cree QUe la temperatura no permite la replicaci6n del DNA 
del p14smido en algunas cepas (Asheshow, 1965¡ Ishi~uro y cols. 
1980; Setlow1 1977; Smith y cols., 1970), 
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4,3 Electrofores~s en ~eles de Ag~rosa, 

Un método importante para caracterizar, comprobar y recon~ 

cer la presencia de un plásmido, es la electroforesis en ge­
les de agarosa (EGA), (Arska y cols., 1984¡ Bouanchaud, 1969), 

En 1977, Meyers y cols.,describicron que el método de EGA, 
era un método rápido para la detecci6n e identificaci6n de plá! 

midos, logrando esto en extractos crudos de DNA de una bacte­
ria. 

En otro estudio encontraron tres bandas diferentes de un 
pldsmido que modula la producción de una bacteriocina de Rhi­
zobium legumino·sarium, mostradas en EGA y también pl4smidos 
largos de alto PM en A'Rr·obacterium tumefaciens (Brewin y cols., 
1980: Casse y cols., 1979). 

La demostraci6n de que existla DNA de plásmido, para confir 
mar la resistencia a antibi6ticos, se mostró en EGA en una ce 
pa de Bacte·roides (MacCarthy y cols., 1984; Rotimi, 1981), 
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l I. - OBJETIVOS 

.. 

El objetivo principal de ésta investigaci6n fu~ la de estu-· 
diar la relación que podría existir entre el material gen~ti­
co, contenido en un plásmido y la producci6n de una exotoxina­
de una cepa tipo"D" , causante de la reacción dermonecrotoxica. 

Los hallazgos nos han demostrado que la cepa causante de -
rinitis atrefica y una probable relaci6n con neumontas son las 
cepas t iuo 11 D" (Badiola y col s. , 1984). 

Para el estudio se divier6n en varios objetivos : 

1.- Aislar y caracterizar,la exotoxina producida por una cena­
de ~· multocida tipo "D", tomando como modelo expel'i11entlJ.

1 

. , 

el cuve para comprobar su producci6n. • .. 
2.- "CURAR" ,la cepa control por medio del compuesto de Naran· 

ia de Acridina. 
3.- Comprobar la hip6tesis de aue la producción de la dermone­

crotoxina,esta asociada con el material ~enético de un --­
pUsmido, 

4.- Determinar cuales son los probables antibi6ticos a los -­
que confiere resistencia el pl&smido, 
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Lista de Fabricantes ( Materinl y Reactivos) 

1. - BBL, Beck ton Dickinson & Co. Cockeysv ille ,Marvland (USA). 
2.- Beckton Dickinson <le México Méxir.o D.F. 
3. - Biolab.Bervel li Massachusscts (USA). 
4.- Bioclin Laboratorio, Sinaloa. México D.F. 
S.- Biox6n de México,Oaxaca (México). 
6.- Bio Rad l.aboratories.Ric:hmnnd ,C:ilifornia. 
7.- Bu~hler 3-1500, Jsco Modelo 494 (USA). 
8.- Damon/IEC Division.Modclo DPR 6000 (USA). 
9.- Difco Lahor~torie~, DP.trnit Mirhiaan (USA). 
10.-E. Merck,Darmstadt ( R.F. de Alemania). 
11.-Eppendorff Brinkmann Instrwaent,Westbury (USA). 
12. -Forma Scientific, Modelo 3151 ,Mariata Ohio (llSA). 
13.-Grand Island Biological Company N.Y. (USA). 
14.-J.T. Backer de México,México D.F. 
15.-Labconco Frr.eze Drv-S. S. r.ourt,nublin C.alif. (USA). 
16.-LKR. Stocholm (Sweden). 
17.-Mead Johnson de México, México D.F. 
18.-Metler,Modelo PC 2000 Zurich ,Switzerlan<l. 
19.-Microfiltraci6n Systems.D, Court, Dublin C:alif, (USA). 
20.-Millipore Corporation. Bedford. Massachussetts (USA). 
21.-New Brunswic Scientific Co. Inc. Edison. N.Y. (USA). 
22.-Qu!mica Hoechst de Méxic:o,México ,D.F. 
23.-Siema Chemical Company. Saint Louis, Missouri (USA). 
24. -Sorvall Suspeed Centrifuge. Connectirut (USA). 
25.-Spectronic 88 Bauch& Lomb Illinois,(USA). 
26.-Transluminator U.V. (USA). 
27.-Ultra-Low Reveo Freezer,r.alifornia (USA) 
28.-Unjohn de México,México D.F. 
a).- Cuyes Blancos, donados por el Dr. Roberto Cervantes,de­

SURESA (Sta. Ana Tecamac Edn. de México) .• Cepa.Uareley-
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rrr.. MATERIALES y METODOS 

A.- Identificación Bacteriana por Pruebas Bioquímicas. 

Tras el estudio comparado de los publicados por diversos­
autores'(Mc All is ter y Carter, 1974 ;Cowan y Steel, 197 4 ;Carter-
1975 ;Simmons y Simpson,1977;Thigpen y cols.,1978),se lleg6 a 

la conclusi6n que el número mínimo de pruebas para la iden­
tificaci6n,hasta especie de Pasteurella debía incluir lo si· 
guiente:tinci6n de Gram,oxidasa,catalasa,oxidaci6n/fermenta­
ci6n. motilidad, crecimiento en a2ar Me Conkey,hemolisis en­
agar sangre 3\.indol,ureasa,producci6n de SH2,producci6n de­
ácido a partir de ~lucosa,sacarosa,manitol,rafinosa,trehalo­
sa y arabinosa1 . Dando también importancia, a caracteristi-· 
cas menos objetivas como morfologia colonial y olor de cult!_ 
va.Todas las pruebas anteriores se realizar6n seRÚn las téc· 
nicas descritas según Cowan y Steel,1974. 

La clasificaci6n hasta especie, de las bacterias del gén! 
ro de Pasteurella, se hizo teniendo cuenta.lo publicado por­
los autores anteriores resumido en el cuadro siguiente: 

~.multocida ~.pneU11otropica f·~ ~.haemolytica 

Hemolis is 
Me Conkey 
Indol + 

Ureasa 
Ac. de 
Glucosa + 

Sacarosa + 

Manitol + 

Rafinosa 
Arabinosa V 
Trehalosa V 

+ 

+· + 

+ + 

+ + 

+ 

+ 

V 

+ 

Nos. 1,2,3, .........• Observar la hoia # 25 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

V 
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B.-Curva de Crecimiento 

5 En un volumén de SO rnl de CICC ,se sernbrar6n inocules de 
la bacteria,durante 18 hrs. a 37°C,transcurrido este tiempo­
se hizo una dilución de esta cosecha(l:lO),este in6culo se -
sembró nuevamente en matraces nefelométricos de 250 ml, equ! 
pados con un tubo lateral de 19 mm de diámetro, con 50 ml de 
CICC fresco y ésteril.Las bacterias se incubar6n toda la no­
che en aerobiosis a 37°C en una estufa12 , en un agitador or­
bita121, a una velocidad aproximada de 130 rpm .El crecimie~ 
to se determinó cada hora midiendo, la densidad optica a 660 

nm en un espectrofotometro 25 . Como blanco se utilizó CICC 
fresco y ésteril, en otro matraz nefelométrico. Se tomo l ml 
de crecimiento bacteriano a la primera y octava hora para -­
hacer cuenta viable, en placas con AICC 5(Dulbecco v cols., ~ 
1980). 

C.- Tratamiento para Concentrar la Exotoxina 

!.-Crecimiento Masivo de la Bacteria (*) 
Con un crecimiento de 18 hrs., se inocularán 4 lts. de 

13 = MEM Eagle{con sales de Earle + 3\ de co3 y 1\ de L-gluta-
mina, con agitación constante a 130 rpm a 37°C, durante toda 
la noche,se procedi6 a centrifugar8,bajo las siRuientes con­
diciones:4S min., 4ºC,a 3000 g. 
2.-Filtración (*). 

El sobrenadante obtenido por decantaci6n de la centrifu­
gaci6n anterior,se paso por filtros millipore20 de 0.22 um -
0.45 um,0.65 um y 1.22 um de diámetro de poro de mayor a me­
nor no esteriles, lo obtenido se paso por filtro de 0.22 um­
ésteril. Todo se efectuó a una temperatura de 4°C. 

3.-Microfiltraci6n(*). 
Se tienen datos por investigadores(Rutter,1983:Van der 

Heyden y cols.,1984),que la toxina dermonecrotoxica,esta en-
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un PM aproximado de 20 000 d,por lo que fué necesario concen 
trar el sobrenadante filtrado, y para esto se pone en un Sis 
tema de Microfiltraci6n19 ,utilizando membranas tipo F que re 
tienen de PM 100 000 y 10 000 d,aplicándoles una presi5n po­
sitiva de 4Kg/cm2 generada por una compresora de aire 20 . To­
do el sobrenadante se pasó primero por la membrana de 
100 000 d de PM, lo que se obtuvo, se pasó por la membrana -
de 10 000 d de PM, de aouí se concentr6 de un volumén inici­
al de 4 lts, a un volumén final de 150 ml ,este procesó se­
llev6 a cabo en un cuarto frio(4°C). 
4.- Liofilización(*). 

Finalizada la microfiltraci6n, con el objeto de concen--­
trar más la muestra, se prosiguió a liofilizar,los solutos -
de PM mayores de 10 000, presentes en los 150 ml del volu-­
mén final, se repartierón en matraces de lZSml erlenmever. -
Estos se-' coni?elar6n en un refrigerador 2h -70°C, en un nivel­
homogéneo,después se colocar6n en el interior de la cámara -
de liofilizaci6n15 ,se le aplic6 vaci6,a una temperatura apa­
rente de ·SOºC, hasta que la liofilizaci6n fué del 100\ ( 
aproximadamente 4 dias). Los 1 iofilizados se almacenar6n en­
refrigeraci6n{40C). 
NOTA: En los pasos de crecimiento masivo ,filtraci6n,micro-­
fil traci6n y liofilización, se les determinó la cantidad de 
proteinas por el M6todo de Lowry. 
{*).-Blatt,1968 y 1969; De Regules y Noguera.1985;Srivastava 

y Foster,1977;Williams y col~,1967. 

Todo esto se procesó se le efectuó a la cepa normal v a la­
cepa curada con NA. 
D.- Determinación de Proteinas por el Método de Lowry. 

Con el fin de determinar la cantidad de proteina que se -
tenía en cada muestra,se optó por este método que es uno de­
los más sensibles (Lowry y col s. ,1951). 
Reactivos: 



NazC03 2\ en NaOH O.lN 
CuS04 al 0,5\ y C6H7o7sa 11 
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Solución A13 

Soluci6n B13 

Solución c13 50 ml de la Sol. A y 1 ml de B. 

Técnica 
A 20 ·u1 de la muestra se le agregó 3 ml de la soluci6n C 

se dej6 reposar 10 min, y se le adiciono 0.1 ml del reactivo 

de fenol sigma,se agitó y se dei6 reposar nuevamente 20 min. 
después se realizó la lectura a una lon2itud de onda de 
750 nm. en un espectrofot6metro. 

E.- Tratamiento con Tripsina, Pepsina y Temperatura a la 
Exotoxina. 

Por medio de la técnica de (Rutter,1983;Van der Heyden y­

cols .• 1984),se prosi2ui6 a tratar la exotoxina con tripsina 
y pepsina10 .. ne un cultivo de 18 hrs. , de crecimiento, se -
centrifug6 ,se prefiltr6 y se filtro; con filtros millipore­
de 0.22 um de diámetro de poro,este sobrenadante ésteril se­
le trat6 con estos dos compuestos llevando a una concentra 
ci6n final de 1 mg/ml, .tomando en cuenta la concentración·. 
de la muestra de proteína, esto se reposó por 15 min., y pr~ 
sigui6 a inocular intradérmicamente la piel de cuyesª ,para 
comprobar si se había perdido la actividad de la exotoxina.­
El tratamiento con temperatura,se trató el sobrenadante ~ -­
igual al anterior hasta tenerlo estéril, entonces se dejó -
3 min. a ebullición, y también se inocul6 a cuyes. 

Esto se determinó para la cepa normal y 'Liofilizado crudo). 

F.- Electroforesis en Gel SDS- Poliacrilamida. 

Para determinar su PM de liofilizado crudo concentrado 
final,la microfiltración ,de la cepa sin tratamiento y para­
ver si habia pérdido la toxina en la cepa curada con NA ,ju~ 
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to ton los controles, se prosigui6 a hacer la técnica de 
(LKB16 ;Nicoletv y cols., 19Soj,tambi6n se meti6 la muestra • 
del medio· de cultivo fresco y est6ril,una muestra de filtr! 
do excluido en el proceso de rnicrofi~traci6n,para descartar 
el hecho de que pudiera tener proteínas menores de 10 000 d. 
Se usar6n dos tipos de tinciones:con Nitrato de Plata y Azul 
de Coomassie. 

Reactivos: 

Soluci6n A 

Soluci6n B 

Sol\ici6n C 

Sal uci6n D 

Soluci6n Stock de Buffer 
(O. 2M, pH=7 .1) 

de Fosfatos 

13 NaH2Po4.H20 
Na HPO 13 

2 4 
SDS5 

H20(destilada) 

23.4 g 

61.32g 
6.0 g 

3.0 lts. 

Buffer de Electrodos 
Soluci6n stock de buffer de fosfatos .• 1 parte 
H2o (destilada) .. .. • .. . . • .. • .. • • .. .. 1 parte 

Buffer de Fosfatos para la Muestra 
(0.olM.pH=7.l) 

Soluci6n de stock de buffer de fosfatos .. 5 al 
9 2 ·mercaptoetanol • . • • . . . . • . . • . . . • . . • . • 1 ml 

1 g SDS 
H20(destilada) 

Soluci6n de 
Acrilamida5 

B. 'l 'd s 1s·acr1 ami a 
H20(destilada) 

...................... 1 o o •l 

Acrilamida-Bis Acrilamida 
.................... ~. • 22 2 

...................... 0.6g 

...............•..... . 100 .llll 

Se filtro la soluci6n con papel filtro Whatman No.1 y se guar 
do en botella obscura a 4°C. 
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Soluci6n E : Soluci6n de Persulfato de Amonio 
. 5 

Persulfato de amonio .•.. , . , . . • . . 0.15 g 

H21)(destilada) ................. 10. O ml 
Se guard6 está soluci6n en botella obscura a 4°C. 

Soluci6n F 

Soluci6n G 

Soluci6n H 

Se aftaden los 
destilada. 

Solución I 

: Solución de Azul 
Azul de Bromofenol 9 

H20(destilada) 

de Bromofenol 

: Soluci6n Detergente 

0.03 g 

12.0 ml 

Triton x-1009 .. • • • • • • • • • .. • • .. • • • 0.1 ml 
H20(destilada) •••••••••••.••••••.• 100.0 ml 

Solución Fijadora 
Acido Tricloroacético •••••••••••• 57,0 g 

Acido Sulfosalicilico ••.•..••.••• 17.0 g 
Metanol 9 

H20(destilada) 
............ 150. O ml 

..........•. 3 50. o ml 
dcidos a la mezcla de reacci6n metanol-a2ua -

Soluci6n Teftidora (Azul de Cooaassie) 
Azul de Coomassie brillante r-250 22 •• 1.252 
Metanol .•••••••••••••••. , •.•••.. 227. O ml 
H20 ...............•...•..•.. 227.0 ml 

Acido ac6tico Rlacial9 ••••.••.•••• 46.0 ml 
Se disolvi6 el colo~ante en la solución de metano!- agua. -
Se aftadi6 el leido acético v se elimin6 el material insol~ 
ble, por filtración con papel filtro Whatman No.l ;está so­
luci6n se RUardlS en botella obscura. 

Soluci6n I'" 
solución 1-1 

Soluci6n Teftidora(Nitrato de Plata). 
Disolver 0.8 g de AgN03 en 4 ml de H20 -
destilada. 



:>olución 1·2 

solución I-3 

SolucHin J 

Solución K 
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Mezcl'r 21 ml de una solución al 0,3, de 
NaOH y 1,4 ml de ~H40H l~.8 M. 

Adicionar la solución A gota a gota en -
la solución By llevar a un volumén fi-­
nal de 100 ml,Usarse en 5 min. 

: Solución Desteñidora 
9 Etanol .. , ........ , ... , ........ . 

Acido acético •...• , .....•..•.... 
H20(destilada) ••.•......•..•.... 

Solución Conservadora 

1500 ml 
500 ml 
500 ml 

Etanol , , , . , • , •. , .. , . • , ..•....• , . • • 300 ml 
Acido ac6tico •.•••.••.••......•.•• 100 ml 
Glicero1 2? ......................... 100 ml 
H20(destilada) ••..•.••..••.•..•... 500 ml 

Desarrollo del Método : 

1.- Preparaci6n de los geles SDS-Poliactilamida. 
Se lavar6 las placas de vidrio con detergente de laborato­

rio y se acalarar6n con agua destilada, se montó el equipo P! 
ra la fabricación de los geles de acuerdo a : 

Tipo de Gel : S\(2xlo4 a 3,Sxlo5 d) 10\(lxl04 a lxl0 5d) 

Hz() (destilada) 14. 9 ml -
Soluci6n A 33.0 ml 33 .o ml 
Solución D 14,8 ml 29.7 ml 
Solución E 1.8 a 2 ml l. 8 a 2 ml 
TEMED 0.6 ml 0.6 ml 

Se mezcló el agua destilada, la solución A y D en un ma -



traz de vaci6. Se elimin6 el aire de esta mezcla durante 10-
min. y se le añadi6 la soluci6n E )' el TEMED,mezclandose con 
precaución para evitar la entrada de aire a la mezcla de 

rcacci6n,se vertió inmediatamente la solución en el molde ya 
preparado,igreeandose los Gltimos mililitros de ésta solución 
con una pipeta Pasteur. Se cerró la banda de plástico que 
tiene el molde sin atrapar aire.La polimerización después de 
una hora de iniciada la reacción. 

Terminada la polimerizaci6n, se coloca el molde sin las -
pinzas en un refrigerador a 4°C durante 15 min. ,se quita -
la banda de plástico y se desprenden las placas de vidrio, 

teniendo cuidado de no romper el gel. Se elimin6 la acrilaml 
da no polimerizada con papel filtro y se almacen6 el eel a­
temperatura ambiente durante 12 hrs .• Los geles se utili~aron 
después de transcurridas 12 hrs. de su preparaci6n,pero no -
después de 4 días. 

2. - Preparaci6n de las Múestras de Proteinas. 

Se necesita una relaci6n mínima de SDS-proteína en cada -
una de las muestras problemas y patrones de PM, es de 0.2 -
a 2.0 me/ml . 

Las soluciones muestra (Problemas y Patrones).se incuban­
durante 2 min. a ebullici6n. Se añadier6n 10 ul de azul de­
bromofenol y 10 ul de 2-mercaptoetanol, a 250 ul de cada una 
de las soluciones muestras. 

3,- Preelectroforesis 

Para detectar el frente del marcador de mieraci6n de las 
proteínas problemas y patrones de PM durante la electrofor~ 
sis se colocó un papel blanco baio la placa enfriadora del -
aparato.Se llen6 la cámara de electrodos con 1.2 Lts. de 
Buffer de Electrodos. 
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Se pusierofi unos mililitros de solución detergente en la 
placa de enfriamiento para conseguir un buen contacto térmi­
co con el gel. Se colocó el gel sobre la placa de enfriamien 

to cuidado de no deiar aire entre ambas . 
Como contacto entre el gel y la soluci6n de electrodos, -

se emp~earon de 8 a 10 papeles fil tres Whatman No. 1 por cá­

mara previamente empapados con el buffer de electrodos,aseg~ 
randose que los bordes de los papeles quedara paralelos.Se -

conectó el enfriador de agua hasta tener una temperatura de­
SºC. Se coloc6 la placa anticondensadora y se inició la pr~ 

electroforésis a una corriente constante de 150 mA durante-
30 min .. 

4.- Aplicaci6n de las Muestras 

Se aplicaron 10 ul de cada una de las muestras ya prepar~l~ 

: das en sus pozos correspondientes (cercanod al polo negati­
vo) .Esto se realizó lo más rápidamente posible ya aue el 

azul de bromofenol difunde rápidamente. 

5.- Electroforesis 

Una vez aplicadas las ~uestras en el gel,se ajust6 la co­

rriente a 20 mA y se mantuvo así durante los primeros 10 -
rnin. de la corrida, después de los cuales se aiust6 a las 

siguientes condiciones 

Concentraci6n de Gel 5\ 10\ 

Corriente(mA) 200 190 
Voltaie(V) 5 6 

Vel. de Mi~raci6n del 
frente del colorante(cm/hr) 1.5 l. z 
Tiempo total de corrida (hrs) 4 5 
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La corrida elcctroforética de l~s muestras problemas y -

patrones de PM • se realiz6 manteniendo constante la cQ­
rriente. Terminada la electroforesis se midier6n las distan­
cias de migración del colorante de cada una de las muestras­
del centro de las bandas al lugar de aplicación del coloran­

te. 

6.- Fijación, Tinci6n y Conservaci6n de los Geles. 

Después de la electroforesis, los J,?eles se fiiar6n inme-~. 
diat.amente con la solución fi iadora, durante 1 hr. a tempe­
ratura ambiente. 

Una vez fijados los geles se desprendier6n de la placa -
del vidrio de soporte y se prosigui6 a teñir. Con azul de -
Coomassie,se pone el gel en la soluci6n tefiidora(I) durante-
2 hrs. a temperatura ambiente. Con Nitrato de 'Plata: Se su­
merge el gel en metano! al 50\,durante 1 hr. se tiñe el ~el­
con la soluci6n(I~3),durante 15 min., manteniendose en a~it!_ 
ci6n, se lava el gel con agua desionizada (5 min.) .Se reve­
la el gel por 15 min., en una solución de 0.25 ml de formal­
dehído al 38 i y 2.6 ml de ácido cítrico al lOt en 500 ml -
de agua destilada.Finalmente se lava con metanol al SO\ . 

Para la Tinci6n con Azul de Coomassie, se secar6n los Re~ 
les ya teñidos y se sometir6n a la soluci6n desteñidora,el­
tiempo suficiente para remover los restos del colorante en -
las partes de los geles que no contenián proteínas(aproxima­
damente 24 hrs.). 

Para evitar que los geles se destruyan al secarse, se co­
locar6n en la soluci6n conservadora, durante 1 hr., a tempe­
ratura ambiente despu~s de destefiirlos. 

El secado de los geles se hiz6 a temperatura ambiente. 
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7.- Cálculo de Peso Molecular. (Para la Tinc16n con Azul de -
Coomassie). 

Se determin6 la movilidad relativa de cada una de las 
proteirias ensayada&de acuerdo a la si2uiente f6rmula: 

Distancia de la Migraci6n X Tamaño del gel antes de 
de cada proteína secar 

M.R. = 
Tamaño del gel después de Distancia de migraci6n 
secarlo X del frente del colorante. 

Los pesos moleculares de las muestras problemas, se deter_ 
minar6n por interpolación de su movilidad relativa en una -
gráfica construida con el Log10 del PM de cada proteína pa -
tr6n contra la movilidad relativa de los mismos. 

Los patrones de PM (SCHWARZ/ MANN Orangeburg,N.Y. BD),ut~ 
lizados fuer6n los siguiente para azul de coomassie: 

Patrón 

Citocromo C 
Mio~lobina 

Qumiotripsinogéno 
Ovoalbúmina 
Albúmina B6vina 
Gamma- globulina 

PM(d) 

13 370 
16 900 

23 240 
45 000 
69 000 

160 000 

7.- Cálculo de Peso Molecular(Para la tinci6n con Nitrato de 
Plata). 

Se determin6 el Rf de cada una de las proteínas ensayadaq 

de la siguiente forma: 



Corrimiento de la Muestra 
Corrimiento del Colorante 

Rf 
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Los PM de las muestras problemas, se determinar6n por in­
terpolaci6n de sus Rf~ en una 2ráfica construida con el Log10 
del PM de cada proteína en el juego o Kit, contra los Rf de -
los mismos. 

Las proteínas contenidas en el Kit y su PM (Pharmacie Fi 
ne Chemicals,USA.) utilizados fuer6n los siguientes: 

Patr6n 

Fosforilasa B 

Albúmina Sérica B6vina 
Ovoalbiímina 
Anhidrasa Carb6nica 
Inhibidor de Trivsina 
Alfa Lacto AlbGmina 

PM (d) 

94 000 
67 000 

43 000 
30 000 

zo 100 
14 400 

G.- Producción de la Dermonecrotoxina 

Para la deteccitSn de P. multocida tipo"D" productora de­
la dermonecrotoxina se si~ui6 la técnica descrita por De 
Jon2 (De Jong y cols.,1980). 

Se cultivar6n las bacterias en CICC durante 18 hrs., a --

370C. El líquido sobrenadante, obtenido por centrifu2aci6n a 
3000 g durante 45 min.Jse pas6 por un filtro milliuore de -
0.45 um ésteril. 

Los cuyes a inocular se"rapar6n" del lomo y se dividi6 -
en 6 áreas a estas:se les inocular6n 0.1 ml de sobrenadante 

b . . 1 í . dé . a pro ar. con una 3er1n~a por v a intra rm1ca. 
A las 24 y 48 hrs, se realiz6 la lectura con la aparición 
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de la reacción cutáne~(eritem~, edem~, indur~ci6n y necrQsis), 
Esta prueba se les efectu6 a la cepa curada y sin curar -

y a el filtrado tratado con Tripsina, Pepsina y Temperatura. 

Nota: Las reacciones eritema tosas con induraci6n de 1 cm de 
diámetro se considerar~n positivas. 

H.- Antibiogramas 

Esta prueba se hiz6 por el Método de Kirby-Bauer(Kirby-­
Bauer.1966.) .Esté método correlaciona el tamaño de zona de~ 
inhibici6n con la suceptibilidad clinica del microor~anismo­
frente a un antibi6tico. 

Se t6mo de un cultivo ~rueso de toda la noche(l8 hrs.).l 
ml ,centrifueado 15 min. a 2000 e, se descart6 el sobrenada~ 

te, se le adiciono SSF o PBS de 5 a 10 ml, se resuspendi6 h~ 
mogenéamente, y se volvi6 a centrifuear bajo las mismas con­
diciones, y se descart6 el sobrenadan te y se resuspendid de -
la misma manera, ya homoeéneo , se tomo de 0.1 ml a 0.3 ml­
colocandose en el centro de la placa con AMMH9 

y se extendi6 

con una asa de Dragsky y antes de que secara fuer6n colocados 
los antibiogramas y los sensidiscos.Se incubar6n durante 24-
a 48 hrs. a 37°C. La lecturá se realiz6 midiendo los diáme-­
tros producidos. 

I. - "CURA" del Plásmido con Naranja de Acridina (Hahn.1976; -
Waring.1968). 

Se partió de una concentración de 2000 ue/ml de ~aranja -
de Acridina (NA) 23 , se disolvi6 en un mínimo de etanol, af2 
rándose con agua destilada, se guarda en un frasco amabar a-
4 ºC. Después de tener la solución preparada se prosieui6 a -

determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC). 
Se creci6 la bacteria durante 18 hrs a 37°C y a 130 rpm,­

de esté cultivo, se tomei 1 ml para cada tubo(lo tubos), ca-
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Técnica 

1.- De un cultivo de toda la noche(Sml), se centrifugó 24 a -
3000 2 y se cosechar6n las bacterias (aproximadamente 
a 30 min.). 

2.- Se resuspendier6n en la Sol. A con 200 ul. de 5 a 10 min. 
a2itando suavemente. 

3.- Se agre2ó 400 ul de la Sol. By se dej6 reposar durantc-
10 min. 

4.- Agregar 300 ul de la Sol. C e inmediatamente que se for­
mó el col2ulo, se agitó muv lentamente, evitando romper­
lo y la ·formación de emulsión. 

5. - Se conRel6 en hielo seco-etanol de 1 a 5 min. 
6.- Se descongeló y se tomó el sobrenadante, pasándolo a tu 

bos Eppendorf1bsteriles 
7.- Se centrjfug611 a 12 000 ~.durante 15 min. 
8.- El sobrenadante se pas6 a tubos nuevos y se agreg6 500 -

ul de etanol absoluto del mejor (-70°C). 
9. - Se congeló de 5 a 15 min. en la mezcla etanol-hielo sec~ 
10.-Se descongeló y se lavó 3 veces con etanol al 90t frio-

{200C), con su previa centrifugación. 
11.-Se dej6 secar la pastilla. 
12.-Se· resuspendi6 la pastilla en Tris-EDTA (20 ul). 
13.-Se tom6 7 ul de la muestra resuspendida y se le agregó -

de 1 a 2 ul de colorante (mezcla de xilencianol y azul -
de b~omofenol 1:1), en glicerol al 201. 

14.-En un gel de agarosa al 0.7\ con 10 pocillos se colocar6n 
las muestras en c/u de ellos. Uno de ellos fué el genoma 
de FaRO restringuido con la endonucleasa Hind III. 

15.-Se corri6 el gel con una fuente de poder :45 min~ a 85-
volts. 

16.-Después de terminada la corrida,se reveló con bromuro de 
etídio 23 a una concentración de O.S m2/ml. 

17.-Se lav6 con agua destilada el gel v se observ6 en un 
transluminador de uv26 . 
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da uno de ellos llevti difere11tes conccntrac iones de NA de (-

10 a 100 ug/ml como conccntraci6n final), después del aforo­
constante con CICC, se mezclar6n con suavidad, se incub6 de-
18 a 24 hr~. a 37°C, con agitaci6n constante de 130 rpm.en -
obscuridad, después de cada tubo se tomo 1 ml y se llev6 -
a 10'lml con SSF, se t6mo de 0.1 ml a 0.3 ml despositandose 
en el centro de la caja con AICC ,se extendi6 con la asa de­
Dragsky y se incubó nuevamente durante 18 a 24 hrs.Se hiz6 -
el conteo de colonias que crecier6n y se resembrar6n por s~ 
parado, haciendo un chequeo de pruebas bioquímicas y mi--­
crosc6picas , para comprobar si se trataba de la bacteria es 
tudiada. A estas se les hiz6 antibiogramas. 

J. - Extracc i6n del Plásmido. 

Para comprobar si la cepa control de P. multocida tipo"D" . . . . -
productora de la dermonecrotoxina *enía plásmido y éste la -
produccitin de la misma, además de comprobar si la cepa cura­

da había pérdida el plásmido, se prosiguió a extraerlo por -
la técnica de Birnboim (Birnboim y cols.,1979). 

Soluci6n A Glucosa9 50 mM 
EDTA22 1 mM 
Tris 23 10 mM pH= 8 

Tris-EDTA se ajustti el pH a 8.2, se esterilizó 15 min./15 lb 
y se agregó la 2lucosa , en el momento se le adiciona la li 
sozima (5 mg/ml). 

Solw:i6n B 

Soluci6n C 

SDS5 1\ P/V en NaOH o.2N 

Acetato de Sodio 3M pH=4.8.Es 3M con res­

pecto al sodio y SM con respecto al ace­
ta to, se esteriliza bajo las mismas cond! 
ciones de A, se guarda a 4°C. 



K.- Cuenta Viable·con Dlferentes Diluciones y Antibióticos, 

Para está prueba se sigui6 la técnica de Til ton y Newberg 

(Tilton y Newberg,1976). 
Las cepas curada y la cepa no curada. se pusierón acre-­

cer toda la noche a 37°C a 130 rnm y se tom6 0.5 ml de es­
tas, por separado en 10 tubos para cada cepa, cada uno llev6 
diferente concentraci6n( de 10 ug a 100 ug), de los si2uien-

"b"6 ' L' . • ZS E t . ' 22 A 'k . tes anti 1 ticos: incom1c1na , s reptom1c1na v m1 ac1-
na17 aforándose con CICC constante,se incubó durante 18 hrs. 
con las mismas condiciones. Después de cada tubo con dife-~ 
rente cepa'v diferente antibiótico,se tom6 0.1 ml y se llev6 
a 6 ml con SSF. Se agit6 hasta homo2enizar y se tomó de cada 
uno de 0.1 a 0.3 ml,coloc4ndose en el centro de la caía que 
tiene AMMH, con el asa de Dragsky se distribuye y se incubán 
las caías a 37°C, durante 24 a 48 hrs.,al cabo de este tiem­
po se contar6n las colonias en cada caja (UFC). 



JV. - RESULTADOS 

La cepa control de E· mu"ltoc"ida tipo "D" que se estudi6, 
pretentó un pl~smido en 2eles de agarosa, extraído,por la 
técnica ya descrita,detect!ndose 2 bandas que se encuentran en 
un rango de aproximadamente 6557 y 4371 pares de bases,obser-­
var (Lámina# 1 'y Cuadro # 1). 

Adem&s la cepa control se trató con diferentes concentraci~ 
nes de NA, midiéndose el \de mortalidad(Figura fl),que nos 
muestra que a 500 ug de NA se encuentra su MIC de la bacteria. 
De cada concentración adem4s de la de 500 u2 ,en su respectiva 
caia se tomar6n colonias y se les llev6 a cabo la técnica de­
extracci6n de pl4smido ya descrita,mostrando en los mismos ge­
les de agarosa en Que se corri6 la cepa control,que la conce~ 
traci6n de NA aue habta permitido "CURAR" el nlásmido era la -
de 400 u~ (L,mina 11). 

A la cepa control y a la cepa "CURADA" se les llevó a cabCJ 
la identificación de pruebas bioquímicas y morfo16Ricas {Cua-­
dro H 2 ),estos resusltados demuestran que las 2 cepas pette 
necián al género y especie de Pasteürella multocida 

Partiendo de que la cepa control y la cepa "CURADA" con NA 
son cepas de E_ •. lliultocida , se les efectu6 un estudio sobre la 
Curva de Crecimiento Bacteriano, para comparaci6n de estas y -
al mismo tiempo observar si la "CURA" habla afectado en algo -
su crecimiento,los datos se pueden observar en la ( Tablal 1), 
donde examinando y comparando,observamos que no hay alguna di­
ferencia importante, solo que la fase estacionaria en la cepa 
"CURADA" empieza aproximadamente una·hora antes, sin embar­
go los datos son muy semeiantes (Fi~ura # 2 y 1 3), aqui tam-­
bién podemos observar que la fase logar1tmica empieza entre­
la primera y se~unda hora de incubaci6n,prolongAndose por 
seis horas m&s,antes de lleRar a la fase estacionaria. 
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Electroforesis en Gel de Agarosa 

Lámina# 1 ,- Corrimiento de muestras patrones y problemas 
en gel de agarosa al 0.7\. 

No, de 
1 
2 

3 

4. 

s 
6 

7 
8 

9 

10 

(*) 

Pozo, 

Observar Cuadro H 1. 

Mue~tras 

Control de Plásmidos (*) 

Cepa Curada (400 ug de NA) 
Cepa no Curada(300 ug de NA) 
Cepa Control 



Datos de pares de bases para un patr6n 
y ~uestra problema. 

~nena kl'Cstn::¡,'llíJo con la eooonuc.1cas.1 runu l 1 l 

lb. de Bardas Pares dti Bases 

la. z:s 130 

Za. 941~ 

la. 6557 

. 4a. U71 

Sa. 2322 

6a. 2028 

7a. 564 
Ba. 125 

'ellll de Pll~tenrelJa ..W.toclda tip-> ;"D" ~in tratuir.ntn 

11 .. 6557 

iltrc 
4a. 4lil 

... ~l ... "-"'l•••t ... .. ·-- •. _..4 
" 

. 

cuadro # 1.-Corrimiento de muestras pro­
blemas y patr6n en ~eles de agarosa. 

Rea.ccidn Dermonecrotoxica 

JCep:i oia•etro 

Control 1.1 C• 
Cepa Curada o 
Cepa ·Tripsina o 
Cepa • Pepsina o 
Cenit ·Tc111nl'ratura o 

Cuadro I z .. Prueba de la -

dcrmonccrotoxina e1 

cuyes vfa intrnd~r· 

•ica. 
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Pruebas Bioquímicas y Morfolo2icas 

Ibas. Control llirada 

+ + 

F F 

+ 

Olor carcterfstko colonias ;imarillPnt:.s 11:\J:!_ 

sas cocobaci los ¡-mm m¡ntivo,.;, b;pa1 ares. · 

------------------· --··- --·----·-

Cuadro# Z.' Comparaci6n de las principales 
pruebas en la cepa control y"Curada" 

15 
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Concentración Minimo Inhibitoria para lo 
cepa contro 1. 

100 

80 

60 

40 

20 

200 400 600 800 1000 
}IQ/ml 

Figura # 1.- Crecimiento de la cepa control, con diferentes · 
Concentraciones de NA. 



Datos de la Cepa Control Y CURADA. para las Curvas de 

Creclmiento 
1 ]l!111¡~1 '"is o r11c11c 1 a 1.og10u" la r·vni·cnt r~ lffC/1111 

ción kirtoriana 
---·- ·- ----------- ·--

Cunlrul C:ur:1cla Control C11rn<l11 Co11tn1l Curada Control C.:u1·ad" 

() o o .02ll O.Ul!J R.95!1 B 95 !J. Ixto8 !),(l.ixlll~ 

1 l o .0115 0,085 Y. 1 70 !J .17 14 .8xllJS 1°1.H x!O ~ 

z 2 o.:ml 0,3!JO !J 320 !),38 20 .S•lOS l.·1 5 .X 10
8 

:~ 3 o .8(10 0,910 !J,500 9.51 :' l.!lxl0
8 32.l \'JIJ8 

4 4 1 .340 1.300 9,6!)(1 9.68 49.0xH/l 1lfl,3 Yl08 

5 s 1 .530 '1.530 10 1110 10 .18 15'~irl0 9 15 3 xl o9 

(¡ 6 ] .(160 1,670 lll.650 10.07 . 9 45,3~10 47 2 x109 

7 7 1.6~Hl l.6!)0 10.910 10,!ll 8Z,3irlO!J 823xiu9 

8 B l. 780 l.780 l 0.970 1 o .97 94.8irl0 9 94.B x109 

9 9 1.800 11.020 10,Sx10 10 

10 10 

. 
J'abln # l . o.itas obtl'lnirlos rle líl Cu'l"Va rlt1 GrecimiPnt11 para }A Cena Control V la repR Curadn, 
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Curva de Crecimiento para P. multocida 
(VC:-Cop) . 

:'""" 

-e 2.0 e: 
o 
co co "'. .. --
el 1.5 -(.) 
z 
IJJ 

1.0 m 
o: 
o 
(/) o CONTROL m 
4 0.5 •CURADA 

2 4 6 8 

TIEMPO (hrs) 

Fi~ura'llz,- Crecimientos de las cepas control y "curada 

durante 8 horas. 
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10 

9 

Curva de Crecimiento paro P. multocida 

2 

o CONTROL 

• CURADA 

4 s . e 
TIEMPO (hrs) 

10 

Figura# 3.· Gráfica construida con Lo~ 10 de UFC, para 
amahas cepas. 

49 
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Por otro lado, la importancia de conocer la concentraci6n­
de proteína en el sobrenadante de la cepa control, era indis­
pensable; por lo que ~e optó por un método sensible para la -
determinaci6n de proteínas (Lowry), que nos permite interpo-­
lar los datos en la Curva Patrón, que fué preparada con dife­
rentes concentraciones de albúmina bovina. (Figura # 4 ). 

Como primer paso se determinó la concentración del medio -
de cultivo s6lo y después del crecimiento con la bacteria , -
mostrando que la concentración aumentaba visiblemente ( Tabla 
# 2 ), por lo que de alguna manera sugería que se trataba de 
una Exotoxina. Pero ésta concentraci6n aún no era suficiente, 
para poder caracterizarla, por lo que se prosigui6 a concen-­
trarla mucho mas, por las técnicas ya descritas. 

Este método result6 ser relativemente largo, pero di6 bue­
nos resultados y se pudo observar qu a medida que se concen-­
traba mas la muestra, disminuía el volt1men en que se encontra 
ba, llegando por último a obtener una concentraci6n final de: 
790 u2/ml (Tabla # 2 ) • La cepa "CURADA.". se trat6 de la misma 
forma, cuando el proceso lle~o al final la concentraci6n de -
proteína era baia en un mismo volúmen de la control (Tabla -­
# 2 ). 

Gracias a la concentración final obtenida del sobrenadante 
de la cepa control previamente tratado, se pudo caracterizar 
la Exotoxina, llevandose a cabo por Electroforésis con geles­
de SDS-PAGE, con dos tinciones diferentes, con Nitrato de Pl~ 
ta se corri6 la muestra con un KIT ce controles de PM, sirvie!!_ 
do para construir la Curva Patr6n (Figura I S},6sta nos permi­
ti6 interpolar nuestros problemas y así obtener el PM corres-­
pondiente. Para la tinción con Azul de Cumasina,se utilizaron 
otros controles, tomando como datos el Log 10 del PM y su mo­
vilidad relativa, de cada uno de éstos se construy6 otra Cur­
va Patrón (Fi2ura # 5), que también interpolando se obtuvie-­
ron el PM de la muestra. (Tabla # 4). 
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Curvo patrón de proteínas ( Metodo de Lowry) 

e o.ss36 
e: 0.3000 
o 
U) 
U) -
-~ o.2aoct1o-
cr 
m 
~ 
o 
en 
m 
C( 

0.071 

20 40 80 80 100 

JUJ DE ALBUMINA BOVINA 

Figura t 4.- Construcci6~.de la Curva Patr6n de­
protclnas con diferentes concentraci~ 
nes de Albúmina B6vina. 



Concentración de Proteínas (Lowrv),Cepa Control 
y 1 CURADA' 

Mul'Stra 
Antes rlcl t 1·ot:u11ient.o 

a) MH-1 f..\RLF.': +3•, ric­

co; + 1 i rie L-Glu­

tnmino. 

b)Sohren:id·111tf' dc ru!. 
tivo rle 18 hrc;. 

~\Jl'stra 

Piferentes Pasos del Trntamiento 

e) Filtrado excluido­

en el nroresn de -

rnkrofi l tración. 

d) Linfili?ndo ne! ron 
ccntr:i<lo fin:.l df1 -

la cenu cur.ida. 

e) Concentrado final de 

1 a mi crnfiltrariñn. 

f) Linfiliz,.do n~l ron­

centrndo fill.ll dP. la 

microfil traci6n 

Conccntr:ición de l'rot0í11:1s 

u11/ml 

59.31 

93.6S 

60.12 

59 .31 

616.00 

790.00 

\'t • 

Lt:-:. 

.1.s 

4.0 

2.5 

0,005 

O.l .~O 

Tabla # 2.- Concentración de Protc·ínac; A11tes v I1c~pu6s rlol Trat:i;·!icnto 

Para l:i ExntoYin-• 



Datos de la·;Electroforesis en geles de :\paro~~ 

para la tinci6n de Sitrdto d~ Pla~u 

PatroilCS f}t Log ~·I f;i ,, 

Fosfol ira!XI B 9-1000 1 -1.92 o. 1112 

,\lh(a~i1111 Scrica 1 
h6vina 6i000 4,83 o.rn 
Oralb(rnin3 ~3000 4.63 un 
,\nhitlras• Carbilnira 30ü00 4.~8 O.éi5 

Jnliibidor rlc Trinsi 1 
na 20100 4.30 O.Mé 

/J fa Lacto Al b(rninn 14400 4.96 O.S-17 

~tics t r a Proh lema 

1 108606 S.04 0.054 

2 81283 4 .91 0.17ó 

3 74131 4 .87 0.2lb 

4 MOó9 4 .sz 0.270 

s 54954 4. 74 0.351 

6 33884 4 .53 0.554 

7 31662 4.50 (1.586 

8 22387 4.35 o 743 

9 1 17782 4.25 o. 838 

10 15840 4.ZO 0.892 
.. ... . . ... -

·-

1abln I 3.- !'esos ~lllccubrcs .l.oi dL> Jl.I y Rf.pira la E.lcctroforc~i s en 

,,;ele$ de SO.<;- P·IG!i. cor. tinci6n rle nitr~to ne pl:ib, ¡nra la 

O!pa CC'nt rol • )' la Cepa Curada. 
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Curva patrón para la determinación de peso molecular 

0.2 0.4 0.1 o.e 1.0 RF 
Fi1ur1 #S.- Construcci6n de la Cur~• Patr6n con el KIT de PM 

para interpolar , y deter•inar el PM 
de la 111uestra. 
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Electroforesis en Gel de SOS~ PAGE 

Lámina# 2,- Corrimiento del KIT y la muestra problema -
en geles de SDS-PAGE(cepa control y "curada). 

No. de Pozo. 
1 

2 

3 

4 

(*) Observar la Tabla #3. 

Muestra 
Cepa sin curar 
Cepa sin curar 
KIT* de Calibraci6n 
KIT* de Calibraci6n 



El liofiliz~do crudo pres~nt~ 10 bandas por tinci6n con -
Nitrato de Plata, con diferentes PM ( Tabla # 3 ly Lámina # 2) 
siendo la banda de aproximadamente de PM 22 000 d, una de las 
más marcadas en el Rel,Este mismo liofilizado se corri6 tam-~ 
bién en otro gel de SDS-PAGE, pero con tinci6n de Azul de C~ 
masina, donde se detectó una sola banda marcada de aproximad! 
mente 22 000 d de PM. La cepa "CURADA" tambi6n se corri6 en­
los mismos geles v Unciones, no presentando ninRuna banda:: -
(Tabla # 4 y Lámina# 3), 

Con el fin de comprobar que el sobrenadante de la cepa co~ 
trol producía la reacción dermonecrotoxica en piel de cuyes,­
se prosigui6 a obtenerla como se describid en Metodolo1ia. 
La cepa control, produjo la lesión caracterlstica de uu halo­
de induraci6n y necrosis de aproximadamente 1.1 cm. de diáme­
tro en piel de cuyes (Cuadro # 2° ).Por lo que a los sobren! 
dantes de la cepa "CURADA" con NA y a. los tratados con Trip­
sina, Pepsina y Temperatura se les efectuó la misma prueba,­
dando como resusltado la p~rdida de la actvidad de la reacción 
dermonecrotoxica en piel de cuye ( Cüadro I 2°), 

De los 20 antibióticos evaluados para ambas cepas por el -
halo de inhibición de crecimiento bacteriano,la cepa control 
presentó resistencia a 6 antibióticos ( Tabla 1 S). De los 
cuales a dos de ellos se les hizo un estudio estadístico l 
(Prueba t ~~tudent) , a otros tres se les realiz6 otro estu-­
dio ( Análi~is de Covarianza ) y uno que no se estudio. 

Los dos antibióticos a los que se les efectu6 el primer e! 
tudio estadístico , fu6rón : cloranfenicol y colimixina, de -
los cuales la cepa control present6 di4metro de inhibici6n -
a igual Que la cepa "CURADA" dando en ésta resultados mayo- -
res que la cepa control (Tabla # 5), por lo cual se observa -
que con el trataaiento adquirió la cepa m«s sensibilidad a -
estos antibióticos. A partir de dichos resultados se obtu~ie­
ron medias, desviaciones standar y t calculada , para los ZO­
antibióticos y las dos cepas, esto permiti6 calcular los in -



Datos de la Electroforesis en geles de Aga~osa 
para la t~nc~6n de Azul de Ctim~§in~, 

M.1cstra Problema f>k>vilid.1d P.-1 

a) MU.I F..\!U.E -
b) Liofilizado Crudo 0.86<>3 21S77 

e) Liofilizado Crudo(~~) - -

--Patrones 

d) Citocromó C 1.0439 13370 

e) MioJ,?lobina 0.9892 16900 
f) Q.limiotripsinog6no 0.8916 23Z40 
g) Ovoal bínnina 0.6086 45000 
h) Alb(nnina Bóvina 0.5204 69000 

- -
Tabla# 4. - ~bvilidaoos Relativas }' Pesos ~bleculares. ¡xira l:i Elr.•'.trof1 

sis en geles SDS_PAGE. con tinci6n de azul 1le coomassic,p;.ir 

ambas cepas 

5..., 



. "'; 

Curva patrón para la determinación de P. M. 

M.R. 

1.0431 
0.1192 

o. 8911 

4.1211 4.2278 4.3162 

c. de correlacidn 0,9b 

•••• ..... 

4.8552 4.8188 

LOQ10 P.M. 
Fi~ura #6.-En estrt ~r4fica se representan la movilidades relativas 

dadas on los patrones de PM,contra el LoR 1o de suVM. 
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Electroforesis en Gel SDS· PAGE 

L§mina # 3,~ Corrimiento de los preparados de la protef 
nas problemas y las proteínas patrones. 

No. de Pozo 
1 

2 

3 

4 

5 

12 
13 

14 

15 

Muestra 
Citocromo "C" 
Mioglobina 
Qumiotripsin6geno 
Ovoalbúmina 
AlbGmina Bóvina 
Liofilizado Crudo 
Liofilizado Crudo 
Liofilizado de la Cepa 
Curada 
MEM EARLE 



Diferentes Ant~h~6t~cQ~ p¡n·a Cepa-:cQntrol y "Curílda" 

''"'"• 1.on<ro• "'"""" ¡,i.; ·' dlLCI .... os nu ....... 1 ... ,.11 

"1 ti¡ "2 :.z ...,n.ro1 <All'llU:I 

--
CR .l.SS O,o1ú3 z.02 o. 75!1 ·l.26 1.06.2,03 J ,07. 2,116 

l'otr" 2,.\(1 0.408 z.zz 0.672 o, 75 2.03,l.119 1,30, J os 

r.c11t11 2.25 0,801 1.RO 0,200 11.21 1.40,3 09 1,55, l.D!l 

N.111 ~.zs 0.339 2.Z4 0.472 0.40 l.SS.2.04 1.89. 2,06 

Coli o, 75 o.~67 1,8711 0.646 ·3,58•, 0,36,1,13 1.15, Z.66 

r.1or11 2,55 0,266 2.00 0,187 ;\,87• l.7fJ,2,iJ 2,27, Z,82 

l'ura 2.~o 1.918 2.22 1.450 0.26 1 ,91,2.Ciil 1.45, Z.98 

Ox 2.00 0.278 2,02 0,605 ·0,12 l. 72,2,30 1.26, 2.77 

Ccíu 1.95 0.137 2.29 0,408 ·l,87 l .90.2,00 1.77, 2,78 

liritro 2,26 0,Zl6 1.84 0,SZ2 1,83 2.0l.2,41) . 1.24. Z,2:\ 

5tx 2.56 0,799 2. 12 0.683 0.9113 l. 72,3,40 1.27, Z.911 

l'oni 1.55 0.327 1,42 0.438 0.564 1.20,1,89 0,87. 1.96 

Alnoi 1.60 0,321 1.46 0,832 0,:\81 l ,ZS,l,;94 0,42, Z,49 

N·30 1.4 0,421 1.48 0,221 0,015 l ,Os.1·,.;7 1,111. 1,76 

t.'8·30 l,Sl 0,803 1.76 0,963 •0,457 0,98,1,74 0,11, Z.94 

CC·2 1.~S 0,383 o.114 0,719 0.1116 0,83,1,63 0.12. 1,75 

1.illco 1,11 0,521 

PB·30 1.12 . o.190 ' 

Strep 1.36 0,410 

tllnlka l,92 0.752 
•(l>ifercncin SiRnificativn) ... - -
Tabla I s,. M.1dlas, P.,svinciono1 11tlllldnr, t calculnd:1 e Intervalos de Confl111za, 

Hurley y cols. ,1981). 
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lnt1rv1lo1 de Confianza para l• Cepa Control y Curada 

I 
1 

A 1 
Cloro. 

l I 
A 

Cefo. 

1 

' 

2 

' 

I I 
A 1 
01. 

I I 
' 1 Erltro. 

1 
2 

' 

3 

2 

' 

A= Control 

8= Curada 

I 1 
A 1 , .. , .. 

I I 

A 1 
Neli. 

1 

1 

' 

.3 

2 

1 1 
A 1 
Tetra. 

I I 
A 1 
ea u .. 

f/i1\uri # 7. - Contrucci6n de gdficn con los diferentes antibi6ticos para ambas 

cepas • por Medio del didmetro de inhibici6n. 



Intervalos de Confianza para la Cepa Control y Curada 
f'I 
.o 

3 ! 5 3 

I E 2 
I 

2 I I 2 I I 2 I u I 
e 

"'O 
A • ·- A 1 A • A • u ·- N-!O ..... 1. ,.,. ca 

lfj ¡.,· ¡ ·-~ 
e 

• 3 I I 
3 

I 
3 5 

1 I "G 
2 2 

I 
2 

I 
2 .. I ' 1 1 ' 

A 1 A 1 A • A • 
St N-11-!0 cc-z Cent• 

A= Control 
B= Curada 

Fisura 1 1~.-con1trucci6n do ¡raficas con los diferentes antibi6ticos para 
••ba9 cepas, por medio del di•~etro de inhibicidn. 



tervalos de confi~nza, que al gr•fic~rlos ~e observan mejor 
los resultados ( Figura I 7 y 1 7~), donde se observa que­
hubo diferencia si~nificativa, con una raz6n cstad1stica s~ 
ficiente ( p 0,01), para estos dos antibi6ticos para dicha­
prueba. 

El segundo estudio se realiz6 para otros tres antibi6ti­
cos de los 6 iniciales, donde la cepa control no present6 
ningún di4metro y la cepa ''CURADA" present6 un diámetro 
visible, por lo culll la sensibilidad que adquiri6 la cepa -
curada fu~ muy obvia. A estos se ·1es realiz6 el segundo 
estudio estadístico (Análisis de Covarianza), los antibi6t! 
cos con que se trabajo fu~ron Lincomicina, Amikacina y Es­
treptomicina. 

Los datos experimentales ajustados que se obtuvier6n -
de trabajar UFC contra diferentes concentraciones de antibi~ 
ticos, ·se muestran en la (Tabla # 6), tanto para la cepa 
control como la cepa "CURADA" con NA. El estudio de la re­
gresi6n lineal para los tres antibióticos se muestran en 
el (Cuadro;# 3). Tomando estos datos, se pudo hacer el Aná­
lisis de Covarianza (Cuadros I 4. f 5, I 6), para cada an­
tibi6ticos dando la coaparaci6n de rectas. Podemos observar 
que en las (Figuras I 8. I 9. I 10 ), existe una diferencia 
significativa entre las rectas de la cepa control y las 
rectas de la cepa "CURADA", esto nos indica que una concen­
traci6n mayor de 45 ug de Estreptomicina, 46.5 ug de Linco­
micina y 14.S ug para Allikacina, las bacterias de la cepa -
"CURADA" son mlls suceptibles que las bacterias de la cepa· 
control • Por lo que se puede observar muy claramente que -
el antibi6tico a que la cepa "CURADA" es más suceptible a -
menor concentraci6n es el antibi6tico Amikacina. 

Del antibi6tico Poliaixina no se realiz6 ningún estudio­
pero la sensibilidad que adquiri6 la cepa al "CURARSE" fu6-
obvia. 



Comparación de Tres antibi6ticos en diferentes conccntrac iones 

p~ra 1" cepa GQntrol y 11 C ~cr \l,d a• 

conccntrnc1on c1c1 1\1\tli. Lll\COlíllCU\U /IJ111J,:ic lílU 1:~ t1 .::11tl•nue111a 

Control Luraúa Contro1 Ciii'nJa l.ontro 1 Curail:I 
10 260,240 250, 275 200. 220 210 190 25~ 31ili 285 !.:Ju 

20 1 244, 216 220, 220 200, ]!)(¡ 19(1, 170 257 272 277 2h!l 

:\O 255, 200 210, 215 185, 176 100, 135 222 lúO 25ú 2110 

40 154, 160 170, 183 170. 140 72 SS 21.4 179 l !J!J 1~7 

so 100, lltJ 100, 75 100, 100 35 38 192 15B uo 1 ~ú 
(¡Q 90, 98 zo 34 94' 9b 20 16 174 132 55 "/5 

70 76 59 2 o 82, 84 o o 143 ó3 18 :\S 

80 22 12 o o 22 42 o o 132 52 8 J ~ 

90 o 6 o () 10 12 o o 35 32 o o 
;100 o o o o o o o o 1 3 o o 

·Tabla M 6. -. Outos ajustados ele ln Cepa Control y la Cepa Curada para los tres Antibi6ticos 



Regresi6n Lineal para Cepa control y cepa "CURADA" 

Estreptcoicina Lincomicina Amikncina 

Control curada Control Curada Control CUrnda 

rn -2.88 -4.lOl ·3.09 -4.25 -2.52 .3. 628 

b 309 .46 339 ·ºº 283 .s 314.33 :;254. 2 234. 21 

e ·0.95 -0.97 ·0.98 -0.97 ·0.98 ·0197 
r2 0.91 0,95 0,96 0.94 0,97 0/9f 

Cuadro I 3. • An41isis de Ragresi6n Llnaal oura las dos Cenas. 
·--

Anlli?is de CQvi:ni~PZí" par~ l~ Cepll Control y"Curada" 
'-

xl 'f:f y¿ CR ¡l Se On 

·~ncrol 22000 ·6S4ZO 199247 .s ·2,88 20 lM24.9 R2l.1S 
~rada 12000 ·49220 210346, 9 -4.10 16 8462.9 528. 93 

~ 36 24887 .a 691.33 
~lohnl 34000 ·112640 409594 .4 -3,31 37 36424' 7 984. 45 

lrotal 34990 ·112387 409650.l ·3,21 . 38 . 48ú74.8 

uadro- 4. • An~lish de rwurlunza, parn C0111X1rar las curvns da reare!li6n de la cepR control y 11 
curada. f-cp • 16.68, gl (l,36), p<(0,01. Para Estreptomicina, 

~ 

Hurley y cola •• 1981). ~ 
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Análisis de Covarianza para la Cepa Control y "CURADA" 

x' XY y" ! CR &l Se Cm 
Control 16500 ·50960 162958.A ·3. 08 18 5569.61 309·;.42 

Curnila 8400 ·35750 160388.9 ·4. z 5 14 8621.43 615.81 

Sumu 32 14191.04 443.47 
Global 24900 ·86665 323347. 7 ·3. 48 33 21708.29 657.82 
ro tnl 25788 .8 ·87506.l ~24143.6 ·3. 39 34 27270.43 .., ___ 
Ctt¡¡uro 5. ·A1141isis do Covarinnz11 para comparar las curvas de re11resi~n 

tlo la copa control. y 111 cilpll curada. Fcn•l6.!l5, ¡l (l. 32),pCO.Ol 

Par u Lincomic inn ,. 

x• XY y• CR 11 Se: a. 
Control 16500 . ·41625 108208.9 .z. 52 18 3200.42 177 .eo 
~acla 5600 -20320 78302,!I -3,62 12 4570.35 380.86 

Sulta 30 7770. 78 259.02 
1lobal 22100 ·61945 186511.8 -2.80 31 12883.68 415,60 

rotal 23952.9 ·59798 188999.0 -2.49 32 39713.46 
·=-""=--=--=--=...oi::=-- --..::. 

Cuadro 1 6, - AnAlisis de Covarianza , para comparar las curvus de Re11tesilln de la Cepa Control y 11 
cepa curada. l'cP" l!l.73, gltl,30) , p( 0.01. Para Amikacina, 

ru .... 1 .. v V l"nl •.. 1 QAl' -



Curvos de Regresión lineal Antibiotico Estreptomicina. 

- --·-- CONTROL 

--CURADA 

Figura# s. - Crecimiento de bacterias para la cepa control y la ccpu"curada" 

con diferentes concentraciones del untibi6tico. 



Curva1d1Reoresion lineal Antlbiotico Llncomiclna. 

-----CONTROL 

- --CURADA 

41.1 ,,., 
Pi9ura 1 9.- Crecimiento de bacterias para la cepa control y lR cepa"curada" 

con diferentes concentraciones del antlbi6tico. 
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o 

Curva1dt Revreslón llnlal Antiblotlco Amlkacina 

11.1 

--- - - CONTflOL 
---CURADA 

50 
JIQ/m 1 

100 

... 

Figura # 10,- Crecimiento de bacterias paru la cepa l:ontrol y la cepa "Curada" 
con diferentes concentraciones del untibi6tico. 

~-------------------
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V,- DlSCUSIQN 

En México la. E_, muno·cida es uno de los agentes bacteri! 
nos aislados con mayor frecuencia a partir de pulmones neum~ 
nicos de cerdos de en~orda,Sus mecanismos de patogenicidad -
no han sido bien aclarados, sin embar~o se han propuesto di­
versas teorías, una de las m§s consistentes es que la Exoto­
xina producida por E_.· ·multotida· tipo "D" , es capaz iunto 
con !· ·bronchise·ptica de producir severas lesiones a nivel -
de cornetes nasales y quizá tener un papel en la pato~enia -
de los cuadros respiratorios del cerdo. En rat6n estas cepas 
mostraron tener mediana patogenicidad en ellos,pero no exis­
te correlaci6n con la dermonecrotoxina ( Puiols y cols.,1984). 

En este trabajo la cepa control de la cepa de E_. mul toci 
da tipo "D" mostr6 t~·::ier despuEs de aplicar la tEcnica de­
extracci6n de plásmidos; dos bandas en geles de agarosa, que 
se encuentran en un rango de 6557 y 4371 pares de bases (Lá­
mina # 1 ) siendo Esta cepa productora de la reacci6n dermo­
necrotoxica en la piel de cuyes(Cuadron2°). 

La cepa "CURADA" resul t6 ser la cepa Que se trató con 400 
Uí! de NA ( Lámina # 1),no se obtuvieron bandas en los mismos 
~eles de agarosa ( Lámina 1 1 ), ni la reacci6n dermonecrot~ 
xica en la piel de cuyes ( Cuadro# 2°), lo cual nos hace -
pensar que la producci6n de la toxina está lntimamente rela 
cionada con la presencia de un plásmido. Un dato mas a fa-­
vor de que la cepa tratada con NA,a p6rdido el pl4smido,es­
el hecho de que ésta cepa perdi6 con dicho tratamiento la -­
resistencia a 6 antibióticos ( Tabla # 5). cuya resistencia­
se localiza en el material ~enEtico extracromosomal. Sobre -
esto los resultados que se observaron después de la "CURA"­
fuéron estudiados por estadlstica. La prueba t, permiti6 
observar que la cepa "CURADA", fu6 mediana11ente sensible a -
los antibi6ticos cloranfenicol y colimixina,con respecto al 
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al cqntrol que pre$ent~ba baj~ sensjbiljdad o~ra esto$ anti­
bióticos. Tentendo una razón e~tad1stica suficiente (o 0,01) 
(Fi2ura I 7. # 1-), 

El otro estudio estadlstico fu@ el An§lisis de Covarianza 
{Cuadro I 4, # 5,1 6 ), los resultados su~irieron que en la­
comparaci6n de rectas,existi6 diferencia· significativa de-­
la cepa control y la cepa "CURADA" , como ya se observ5 
{Figuras 18,19,110), el antibi6tico. a que resultaron ser 
m4s sensible ; las bacterias de la cepa "CURADA" fué la Amik!!_ 
cina, sin embargo los otros dos antibidticos (Lincomicina y­
Estreptomicina), la concentraci6n disminuyo considerablemen~ 
mente en la cepa"CURADA".,con respecto a la control, 

El hecho de relacionar la producci6n de una Exotoxina 
con la presencia de un Plásmido ha sido ampliamente demos-­
trado por otros autores ( Hirsch,1978; Ishiguro,198l;Jamies­
son y cols.,1979:Jamiesson,198l;Rot.illli,1981), en otras bacte 
rias ,como ~· ~. ª-· tiJ?h'iDiliriUJI, sin embargo nuestro ha--­
llazgo es el primero en la literatura , en correlación con -
la producci6n de la dermonecrotoxina de ~· multocida, con -
la presencia de un pl,smido con ésta bacteria.Esto además s~ 
giere que la Ucnica utilizada para"CURAR" los plásmidos es­
adecuado y aplicable a bacterias con requerimientos altos P! 
ra su crecimiento,esto se correlaciona con otros autores --­
(0-reilly, 1981; Waring,1968; Watanabe,1961),que muestran -­
que a concentraciones subinhibitorias de NA se "CURAN" pU~ 
midos "R" y ciertas toxinas codificadas en los mismos. 

Por otro lado intentamos purificar ésta t6xina con el fin 
de corroborar los hallaz2os ya aencionados por medio de Ele~ 
troforesis con geles de poliacrilamida- SDS.La cepa control 
excret6 al medio de cultivo proteinas que fueron caracteriz!!_ 
das con dichos 2eles y teftidas con eJCllerimentos por separado 
con Nitrato de Plata y Azul de CUJ1asina.En la tinci6n con 
Nitrato de Plata se pudier6n distinguir 10 bandas, de las -­
cuales, la más abundante es una co PM aproximado de 22 000 d 
(L,mina # 2). Ahora bien con la técnica de Azul -deCumasina -



se observa solo €stp band~,la. cu«il no aparece cuando anal~zp­
mos la cepa sin plásmido (Lámtna J3), Aunque este hecho no d~ 
muestra que dicha banda sea la correspondiente a la Exotoxina. 
Algunos datos en la literatura (Van der Heyden y,,cols.,1984-
y Rutter y cols.,1983), nos hacen pensar que por la similitud 
en el PM observado dicha banda podria ser asociada a la acti­
vidad dermonecrotoxica de f. multocida tipo"D". 

Los datos obtenidos con los tratamientos,Tripsina,Pepsina­
y Temperatura sobre los sobrenadantes tratados, de los creci­
miento bacterianos de la; cepa co~trol(Cuadro#Z~), nos de--­
muestran aue ésta Exot6xina es sensible a dichos tratamientos 
lo cu41 sugiere que sea una proteina. Hasta el momento todas­
las Exotoxinas bacterianas encontradas han resultado ser pro­
teinas, son excretadas por los microorganismos que las produ­
cen al medio circundante en que crecen; su concentraci6n en -
la mayoria de los casos·parece ser paralela al crecimiento -
bacteriano; son polipétidos de 10 000 a 900 000 d ,producidas 
por algunas bacterias gram negativas; producén efectos toxi-­
cos altamente específicos en ciertos tejidos;no producen fi~ 
bre en el huésped; son poco estables; pierden r4pidamente su 
toxicidad por calor a 60°C y se alter§n rápido a la temperat!:!. 
ra ordinaria o por exposici6n a la luz ultravioleta;pueden ·~ 

ser convertidas a toxoides at6xicos antigenicos (Robert y 

cols,.1981¡ Sanford,1982). 
El tratamiento con NA, no parece generar cambios sustanci~ 

les en la fisiología de la bacteria va que ambas cepas tienen 
curvas de crecimiento similares (Figura I 2,#3), las pruebas­
bioquimicas utilizadas en el presente estudio dieron resulta­
dos identicos. Es más, la cepa"CURADA" reune los requisitos -
para pertenecer al grupo de E_. multocida tipo "D"(Cuadro #Z). 
Incluyendo entre ~stas la prueba de acriflavina caracterist! 
ca de este tipo bacteriano ( Pujols y cols.,1984). 
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En base a lo menc~ona.dQ anteriormente podemos supQner 

que la información gen6t~ca para la producc~~n de la dermQ- · 
necrotoxina de !· multoc'ida tipo "D", se encuentra locali­
zada en un plhmido tipo "R" y la cepa que no contiene di- -
cho pl4smido mantiene sus caracteristicas Bioquímicas-Mor 
fol6gicas, similares al grupo que pertenecen. 

Estos hallazgos abren la posibilidad de ~enerar nuevas­
lineas de trabaios de investi2aci6n para poder esclarecer -
el papel preponderante de Esta toxina en la aparición de -
rinitis atr6fica y/o neuaonla enzootica en cerdos. 

Se desconoce hasta el momento si la vacunaci6n con un -
toxoide fabricado a partir de Esta t6xina pudiera conferir­
~rotecci6n en contra de dichas enfermedades, sin embargo 
serta sumamente atractivo el poder evaluar en un futuro és­
ta posibilidad. Otro hecho iaportante es la posibilidad de­
que dicho pl4smi~o pudiera pasar por conjugación a otras 
bacterias como !· b'r·onc'hisntica y hacer que dicha bacte ~ 

ria produjera tambi6n 6sta toxina, ya que algunos datos de­
la liberatura sugieren que algunas cepas de !· bronchisep­
~ ~ueden tener una actividad exotoxica parecida a la de 
~· m'u'ltocida tipo "D" ( Elias B. Comunicación Personal). 
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VI. - CONCLUSIONES 

1.- La Exotoxina se aisl6 de sobrenadantes de cultivo de 
crecimiento de 18 horas,despu~s de un tratamiento rel! 
tivamente largo. 

2. - Los hallazgos obtenidos nos hacen pensar que la frac- -
ci6n de PM aproximado de 22 000 d, sea la causante de -
la reacci6n dermonecrotoxica en piel de cuye. 

3.· La actividad de la dermonecrotoxina se perdi6 con el 
tratamiento con Tripsina,Pepsina y Temperatura. 

4.- Nuestros resultados sugieren que la cepa control conti!_ 
ne un pl4smido mostrado en Reles de agarosa, sien~o el­
responsable de la producci6n de la dermonecrotoxina y -

de la resistencia a antibi6ticos. 
S.· La "CURACION" del pUsmido permite la desaparici6n de­

la actividad dermonecrotoxina. 
6.L La curva de crecimiento no mostr6 tener ninRuna difere~ 

cia con la cepa control y la cepa "CURADA". 

7.- Se encontar6n diferencias SiRnificativas en las rectas­
de la cepa .. : '!C!JRADA" con respecto a la cepa control, -
con varios antibi6ticos. 
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