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RESUMEN

Las enfermedades respiratorias del cerdo han mostrado es--
tar asociades a una gran variedad de agentes etiolbgicos, sin
embargo el Virus de la Influenza Porcina y Haemophilus ° in-n
fluenzae han mostrado una patogenicidad definida para el pul
mén. Ademis Pasteurella multocida actGa como oportunista en
las infecciones del tracto inferior siendo incluso mis pat6ge

na, que al agente iniciador del cuadro neuménico.
Las cepas de Pasteurella mul tocida tipo "D" productoras
de la dermonecrotoxina probablemente causan neumonias y tie--

nen una estrecha relacifn con la rinitis atr6fica.

Actualmente la atencibn,se ha centro sobre el estudio de -
la hip6tesis, de si la produccifn de la dermonecrotoxina de -
la cepa estudiada, estd asociada al material genético de un -
plésmido,pero actualmente la informacién al respecto era.nula,

Por 1o que €l obietivo principal de estiinvestigaci6bn fué-
demostrar que la dermonecrotoxina estaba codificada dentro -
del material genético de un plismido y aportar una informacibn
sobre la caracterizaci6n de la dermonecrotoxina de la Pasteu
rella multocida tipo "D",

En la cepa control de estd bacteria, se logr6 extaer un -
pldsmido detectados en geles de agarosa. Este plismido mostré
dos bandas presentes en un rango de 6500 y 4300 pares de ba-
ses.La cepa "Curada" con NA a 400 ug/ml, no present6 ninguna-
banda en los mismos geles de agarosa.

Se utilizo un método relativamente largo para concentrar -
la Exotoxina 1legando hasta 790 ug/ml, y por medio de geles -
SDS-PAGE. con tincién de Nitrato de Plata, se encontraron 10-
bandas con diferentes pesos moleculares, de las cuales una de
las mds abundantes fué la que presenté aproximadamente un PM
de 22 000 d, v con la tincifn de Azul de Cumasina,s6lo pre -
sent6 estd banda.Estd banda ya no aparece en la cepa que va-
no tiene pléismido.



Los sobrenadantes de la cepa"Curada" con NA, y la cepa con
trol tratada con Tripsina. Pepsina y Temperatura, perdierbn -
la actividad de la reaccién dermonecrotoxica en plel de cuyes
comparadas con la cepa control, dando la lesifn caracterfisti-
ca de un halo de induracifn y necrosis de aproximadamente de-
1.1 cm de didmetro.

De los 20 antibi6ticos evaluados en ambas cepas detecta--
dos por el halo de inhibici6n de crecimiento bacteriano y -
por el Método de Viabilidad (UFC), se pudo apreciar que la -
cepa.present6 resistencia a 6 antibifticos, que después del -
tratamiento con la NA, la cepa adquiri6 mediana sensibili =
dad para 2 antibi6ticos (Colimixina y Cloranfenicol),dado -
por un estudio estadistico, por la prueba de t student, que -
present6 razbn estadistica suficiente (p¢0.01) v alta sensibi
lidad para los otros 4 antibi6ticos(Polimixina,Amikacina,Es--
treptomicina y Lincomicina),dado por otro estudio estadistico
Andlisis de Covarianza, con raz6n estadfstica suficiente ---
(p<0.01 ), observandose que la Amikacina fué el antibibtico -
mis efectivo a menos concentracibn que los otros antibidticos
para la cepa curada.

Los antibifticos, se tomarén como marcadores genéticos.ya-
que se encuentran en el material genético de Plismidos R,por-
lo que a la "CURA" con NA, se perdi6 la resistencia a 6 anti
biSticos y la pérdida de la capacidad de producir la dermone-
crotoxina.

Estos hallazgos corrobordn la hipftesis planteada, "La pro
duccién de la dermonecrotoxina esta codificada en el materi-
al genético de un Pl4smido R".



1.~ ANTECEDENTES

1.0 Historia de Pastcurella multocida

Las bacterias del género Pasteurella han sido asociadas a
una gran variedad de procesos infecciosos en las distintas-
especies animales. En México en el cerdo la Pasteurella -
mis comunmente aislada es Pasteurella multocida, aunque no-
se le considera agente primario de la enfermedad sino como -
oportunista en procesos neumfnicos y rinitis atr@fica,

El nombre de Pasteurella fué introducido en homenaje a --
Louis Pasteur, por sus observaciones sobre cdlera aviar .
Pasteurella multocida fu& aislada por M. Tossaint de una ga-
1lina (1879). El nombre actual de la P. multocida fu€é acufia-
do por Rosenbusch y Merchant en 1939.

1.1 Caracteristicas Generales

Las cepas de P. multocida aisladas de animales que han pe
recido de la infeccibén , a la tinci6én de Gram,se observa su-
morfologfa como : cocobacilos,gram positivos, ovoides cortos,
capsulados y una bivnolaridad clisica:midiendo aproximadamen-
de 1 x 0,5-0.8 um,

Aunque la morfologia y caracteristicas tintoriales pueden
variar, particularmente cuando se aislan del tracto respira-
torio superior y después de cultivos repetidos en medios ar-
tificiales ;en esas circunstancias deja de observarse la bi
polaridad y pueden tomar forma de bacilos alargados, de 5 x-
1 um , con pérdida de cédpsula( Buxton y Fraser,1977;Carter -
1978).

Las colonias bacterianas, en medios s6lidos como: Agar -
BHI, Agar Sangre.y Agar Soya Tripticasa.Estas son de tamafio-
mediano,redondas, brillantes, grisaceas. Se han observado --



variantes coloniales lisas- iridiscentes,mucosas v rugosas -
azules(Carter. 1975).

Estos microorganismos son inméviles, no esporulados,anaero
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 --
inoculacién a ratén se mejorédn los aislamientos (Carter,1978),

En 1982,Pedersen,obtiene 18 aislamientos por cultivo direc
to frente a 74, tras la inoculaci6n en rat6n de casos de rini
tis atr6fica. En 1984 Cowart y Backstrm,También de muestras-
nasales encuentran 16.6% de P. multocida en agar sangre con-
tra un 35.2% de aislamientos en la inoculacién paralela a ra-
tén, se aumenta la proporcién de bacterias con tipo capsular-
"D" . En pulmones neumbnicos se han detectado hasta 49.61 de
aislamiento por cultivo directo y 58.4% de aislamientos en ra
tén(Pijoan y cols.,1984).

1.2 Caracterizaci6n Antigénica

Los antfigenos capsulares han sido estudiados por distintos
autores, En 1947,Roberts,definié 4 grupos ;I,I1I1,I1I1,IV, me--
diante pruebas de proteccién cruzada. En otros estudios, por-
hemaglutinacién indirecta,procedimiento en el cual se absor--
ben los polisacdridos a globulos rojos, se ratificé la exis--
tencia de 4 tipos de cdpsula: A,B.C,D : mis tarde el serogru-
po C se descart6 para establecer un nuevo tipo E (Carter,1961
y 1963). La clasificacién de Carter se corresponde con la de-
Roberts del siguiente modo: B/I, A/II,E/III,D/IV.

Posteriormente se encontraron dos métodos no serolégicos -
y rdpidos para la determinaci6n de los tipos capsulares A y D,
Un método de aglutinacién r&pida 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-



dell,1975; Carter,1972),

Ademds de los antigenos capsulares se han estudiado los -
antigenos somfticos de pared celular.En 1961,Namioka y Mura
ta, utilizando un m€todo de aglutinacién en tubo con bacte-
rias decapsuladas con tratamiento 4cido ,observarén 14 ti--
pos antigénicos . Mediante una técnica de inmunodifusién en-
gel, para la deteccifn de antigenos termoestables de la pa-
red celular, reconocieron 16 diferentes antigenos, sin rela-
cifén al tipo capsular ( Heddleston y cols.,1972).Los dos mé-
todos para caracterizar antigenos somiticos producen resulta
dos similares y se considera que el mayor componente de la -
especificidad del antfigeno somitico reside: en el lipopolisa
crido ( Brogden y Rebers,1978; Shigidi y Mustafa,1980),

Por otro lado en un estudio comparativo de los métodos de
tipificaci6n para antigenos capsulares y somidticos se obser
v6 una falta de correlacién entre los distintos sistemas(
Brogden vy Packer,1979),

Con inmunoelectroforésis cruzada se han evidenciado 55 -
antigenos citoplasmiticos vy 19 de la envoltura celular.Al-
comparar los distintos métodos de extraccibén de antigenos -
capsulares y somiticos, se observaron que cada sistema de -
extraccifn posefa un cierto nfimero de protefnas diferentes-
esto explicarfa la falta de coincidencia de los métodos de
tipificaci6n (Bhasin y Lapointe-Shaw,1980a y 1980b).

La complejidad antigénica de la bacteria permitiria expli
car la débil inmunidad cruzada que se ha observado por inmu-
nizacibn experimental al rat6n (Rimler y Boycott,1979; Van -
der Marel y cols,.1984); asi como la poca utilidad de 1la va-
cunacién en cerdo (Pijoan y cols., 1982).

Se han realizado estudios acerca de los tipos antigefid-
cos mis comunes en cerdos para fines epidemiolfgicos v de -
vacunacién.

En 1967, Carter public6, datos de 297 aislamientos, en --
distintas partes del mundo, a partir de diversos cuadros cli



nicos en cerdos: 157 se clasificaron comg tipo A,118 tipo D,

3 tipo B v 19 no fuerdn clasificables. Las bacterias tipo B
procedfan de cuadros sépticémicos .

Otros autores sefialan que los tipos capsulares, en combi-
nacién con los somdticos mis frecuentes en cerdos:son : AXl-
A:3,A:5,D:1,D:4 y D;10, aungue los autores no comentan el o-
rigén nasal o pulmonar del aislamiento (Buxton y Fraser,1977).

En 1983, Pijoan y cols., encontraron 22 Pasteurella multo
cida en pulmones neuménicos de rastro., de las cudles el --
97.3 % fueron del tipo capsular A y el resto del tipo D,La -
combinacién del tipo capsular y somftico: A;3(S) en el 39,1%
A:3(4,5.12) en el 12.2%, A:3(4,5) en el 11.2%,A:3(5,12) en -
el 10,4 %, A:3(6) en el 8% ,A:5(6) en el 8%,D:5 en el 33% y-
D:3(5) 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 proporcién de los iipos A v D fué sj
milar tanto en explotaciones afectadas de rinitis atré6fica -
como en aquellas que no presentaron el problema.

Los resultados del nfimero de Pasteurellas tipo A y D, ais
ladas por nosotros son similares a las obtenidas en estudios
sobre rinitis atréfica a partir de muestras del rastro de -
Cuautitldn de Romero Rubio,Edo. de Mé&x., encontramos los si-
guientes resultados : 18,421 tipo A,42% del tipo D,18.42 ti
po D/N y un 13.45% de no clasificadas, de un total de 38 --
Pasteurellas,observandose una falta de correlacifén entre el-
tipo capsular y la patogenicidad para ratén por via intrape-
ritoneal (Pujols y cols., 1984).

1.3 Patologia

La P. multocida es un comenzal frecuente en la nasofarin
ge y puede persistir allf, sin dafio aparente para el huésped
(Collins,1978),



Aunque la adherencia a epitelios no parece ser una carac-
teristica de &sta bacteria, En 1968 Harris v Switzer, obser-
varSn que la colonizacién nasal se vié favorecida después de
la inoculacién de Bordetella bronchiseptica . En 1984 Peder-
sen y Elling. solo produjeron la colonizacifén nasal después
del tratamiento con una solucién de dcido acético al 1% son-
bre la mucosa. En 1983 Gois y cols., obtuvieron la coloniza-
ci6én nasal a corto y largo plazo en cerdos obtenidos por ce-

sirea y privados de calostro ,estos resultados sugieren que-
la bacteria solo coloniza la mucosa de la nariz bajo determi
nadas situaciones predisponentes como : dtress, acinamiento;
cambios de alimentacibn o temperatura etc..

La colonizacifn nasal podria explicar el que las bacte-
rias pueden descender hasta el tracto respiratorio infe---
rior del mismo animal o de animales cercanos libres que se -
infectarfan por inhalacién de los aerosoles liberados de los
cerdos portadores. '

En 1982.Pijoan 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 desarrollarfn anticuerpos una semana después que los de-
mis, por lo tanto concluyerfn que P. multocida es capaz de-
difundirse répidamente en las explotaciones,

La inoculaci6n experimental no reproduce los sintomas y -
. lesiones de la enfermedad respiratoria (Carter.l1975;Gois y -
cols.,1983;Pijoan y cols.,1982), sin embargo la P. multocida
es uno de los agentes aislados con mayor frecuencia de pulmo
nes neumdnicos (Gois y cols.,1980;Kielstein y cols.,1977; -
0choa,1978;¥amamoto y Ogata 1982). Ademis &sta bacteria pue-
de producir patologia solo cuando es inoculada en combina---
ci6én con otros agentes que disminuven los mecanismos de de--
fensa pulmonares (Kilestein yicols.,1977; Pijoan y Ochoa -
1878by Raynaud vy cols,,1977;Litle y Harding,1980). En 1980
Bentley y Farrington, fuerén los unicos en producir neumonids



experimental ,pox inQculacién intratraqueal de P, multocida
unicamente,pero la bacteria usada en este caso fu€ una tipo
B,estf reportado gque son causantes de septicemla aguda en -
cerdos (Murty y Kaushik,1965) v son extremadamente raros (-
Carter,1975),

Las P. multocida tipo A, causan rinitis supurativa. --
otitis media, neumonfas enzootica, conjutivitis,piometria,-
abscesos subcuténeos,orquitis y septicemia aguda en conejos
(Shoung Lu y Pakes,1981),

Los mecanismos de patogenicidad en la infeccién por Pas-
teurella multocida, tipo B , ha sido descrita una t&xina,.de
composicién proteica, a la que se ha hecho reaponsable del-
cuadro sépticemico (Carter,1978),

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

Por inoculacidén experimental en ratén se ha observado -
que los tipos capsulados son mis 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): ademis la cipsula vpodria proteger a la bac=-
teria de la accién del complemento y de la opsonizacién ( -
Carter vy Bigland,1953).

La disminuci6n de la eficiencia de las células fagocita-
rias se ha tratado de explicar por un mecanismo similar al
utilizado por P. haemolytica segin el cual la bacteria -
produciria un factor citotoxico para macrofagos y neutrffi-
los (Benson y cols., 1978;Kaehler y cols., 1980;Markham y -
Wilkie,1980).

Recientemente se detect§ la producci6n de una dermonecro
toxina por P. multocida tipo "D" . Estas bacterias producto
ras de exotoxina han sido asociadas junto con B. bronchisep
tica como agentes capaces de producir lesiones severas en-
cornetes nasales (De Jong y cols.,1980;Pedersen y Barford-
1981 ;Sch¥s y Thiel, 1984),La inoculacifn intranasal de la-
téxina a cerdos gnotobifticos,provoca atrofia marcada de --




cornetes (Martineau y cols,, 1982),

Las P. multocida tipo "D" productoras de toxina colonizan
la nariz de cerxdos inoculados con B. bronchiseptica , por --
tiempos prolongados , que cualquier otro tipo de P, multocida ‘
(Rutter,1983). —

La téxi resenta 13s siguientes caracteristicas fisico--
quimicas: Es inactivada a 56°C durante 30 min.,sensible a pro
teasas K y a una solucifin de formalina al 0,2% durante 18 --
hrs. a 37°C, parece ser sensible a tripsina en soluciones del
30- 40 % de sulfato de amonigpermanece en el sobrenadante tras
centrifugacifn 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 inoculacién de la téxina o de
la bacteria a animales neutraliza los efectos de la toxina (-
Rutter,1983;Rutter y cols.,1984;Pennings y cols,,1984).

Los cambios patolfgicos observados en Pasteurellosis pulmo
nar son parecidos a los descritos en casos de infeccién por -
Mycoplasma,complicados por agentes secundarios (Carter,1975),

Macroscopicamente se aprecia una consolidacién roiiza a -
gris dependiendo de la antiguedad de la lesifn, la extensifn
es variable, encontrandose generalmente afectados los l6bulos
apicales y cardiaco : aunque también pueden estar afectados -
los 16bulos intermedios y la porcién anterior de los diafrag-
miticos. Es frecuente observar una pleuritis serofibrinosa --
con o sin adherencias(Pijoan,1982a)}.

Microscopicamente se aprecia una bronconeumonia exudativa-
con distribucién lobular. Incialmente se encuentra una infil-
tracifn leucositaria perivascular y peribronquiolar, engrosa-
miento del septo alveolar e invasi6n de neutrofilos,celulas -
mononucleares y exudado mucopurulento en alveolos y bronguio-

los, acompafiados generalmente de una reaccién pleural fibring
purulenta ( Schofield,1956).

1.4 Profilaxis, Control vy Tratamiento para P. multocida
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Aunque es posible encontrar bacterinas comercjales contra
Pasteurellosis porcina, estas usualmente son pobres debido-
por un lado a la naturaleza multietiolfgica de la enfermedad
y por el otro lado al uso de serotipos diferentes a los pre-
valescientes en la zona que desea proteger.

Las medidas de control incluyen la prevencifn de anemia-

en lechones, adecuada alimentacifn y evitar el exceso de hd-
medad y cambios bruscos de temperatura. Las investigaciones-
dentro del campo inmunogénico de P. multocida en los Gltimos
afios han llegado a desarrollar una variedad de agentes inmu-
no profilidcticos, otro aspecto de prevencién inplicaria el -
evitar la vacunacibn contra el c6lera porcino al mismo tiem
po que se realice el destete ya que esto promueve la inva-:-
sién de P. multocida ( Pijoan y Trigo,1982).

P. multocida es altamente sensible a la oxitetraciclina -
y a la clorotetraciclina, sensible a cloranfenicol,dehidroes
treptomicina y penicilina; es resistente a bacitracina y sul
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 Trigo,1982).

1.5 Importancia en Nuestro Pais

Uno de los vroblemas limitantes en la produccién porcina-
son las pérdidas ec6nomicas ocasionadas por la alta inciden-
cia de enfermedades respiratorias, las cuales se traducen en
desnutrici6n,abortos y muertes, Anualmente México 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 mis importantes se han aisla
do algunos virus respiratorios, Mycoplasma y P. multocidas.-
(Pijoan y Trigo,1982),
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2,0 Toxinas Bacterianas

Las bacterlas dan lugar a procesos patolSgicos atrdves de-
tres mecanismos:
1.-La invasividad, que es la capacidad de entrar en los teji-
dos del huésped,multiplicarse ahf y diseminarse.
2.-La toxigenicidad, la capacidad de producir toxinas.
3.-Induccién de respuestas inmunes a antigenos bacterianos o-
sus toxinas.
(Bier,1977;Dulbecco y cols.,1980;Rbbert ,1981).

Las toxinas bacterianas suelen clasificarse como Exotoxinas

y Endotoxinas :

Exotoxinas :
1.- Son protefinas excretadas por los microorganismos que las-
producen al medio circundante en que crecen,:
2.- Su concentraci6n en la mayorfa de los casos,parece ser pa
ralela al crecimiento bacteriano.
3.- Son polipéptidos de 10 000 a 900 000 d de PM,
4.- Son producidas por ciertas bacterias gram positivas y o--
cacionalmente por gram negativas .
5.~ Producen efectos téxicos altamente especificos 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 r4pidamente su toxicidad por calor a 60°C .
9.- Se alteran ripido a la temperatura ordinaria o vor exposi
cifn a la luz ultravioleta.
10.- Son fuertemente antigénicas inyectadas en animales.
11.- Estimuldn la produccibén de grandes cantidades de antito-
xina neutralizante,
12,- Pueden ser convertidas a toxoides at6xicos antigénicos, -
con tratamiento de aldehido férmico,enzimas proteoliticas, ca
lor y otros.
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Endotoxinag:
1.- Son complejos de lipopolisacdrido (LPS),de la pared celu
lar de las bacterias,
2.- Se liberin al medio solo cuando el microorganismo se auto
lisa o .es artificialmente fragmentado por métodos mecdnicos o
quimicos.
3,- Son macromoléculas compleias que contienen LPS y fosfolf-
pidos.
4,- Son liberadas principalmente y si no de manera exclusiva-
por bacterias gram negativas, entre ellas P. multocida (Sri--
vastava y Foster,1976).
5.- Son poco tbxicas,
6.-Producen fiebre con frecuencia.
7.-Son relativamente estables,
8.- Conservan su toxicidad después de calentamiento a 60°C,
9.- No se alterdn cuando se guardan a la temperatura ordina
‘ria,ni con la exposicién a la luz ultravioleta.
'10,-Son debilmente antigénicas.
11.-No estimuldn la formaci6n de antitoxina.
12,-Bstimuldn la formaci6n de anticuerpos al residuo del po-
lisacirido.
13.- No son convertidas a toxoides,
(Biér ,1977; Bulbecco y cols,, 1980:Robert y cols,198%;Sanford
1982)..

2.1 Obtencién y Caracterizaci6én de Endotoxinas, Exotoxinas y-
Otros Compuestos.

En 1977 Kunwar y cols., obtuvier6én de una cepa de P. multo
cida, fracciones inmunogénicas que fuerén separadas de fil--
trados de cultivo en una columna de Sephadex juna parte fué -
extraida con eter la llamada glicopolisacirido (GLP),una par-
te no tratada (IF): y la dltima extraida con fenol llamada -
lipopolisacdrido (LPS), estas fracciones resultarbn ser pro-
tectoras en un 61%, 41 % , y 19% para ratén respectivamente -
contra los cambios letales de P. multocida.



13

Un erupo de investigadores,alslardn endgtoxina de bacterias
gram negativas , que en forma de complejo usualmente se havun
infiltraciones perivasculares mononucleares en un perfodo de -
3 a6 hrs,, cuando el in6culo de la dosis dan una inflamaciGn-
minima ( Greisman y Hornick,1972).

En otro estudio encontrarén que un efecto de las endotoxi-
nas puede ser mediada como una accifn citotoxica, sobre linfo
citos pequefios a partir de extractos con fenol (Han y cols,,--
1973).

En 1976,Ehler y su grupo lograr6n caracterizar un LPS de --
algunas cepas de P. multocida detectando la presencia de lipo
polisacArido como : glucosamina,L.glicero-D-monoheptosa,D-gli-
cero heptosa, glucosa y galactosa, como principales compues--
tos y en ninguna forma equivali§ a los serotipos,

Otro aislamiento de LPS fué aislado .a partir de un sobre-
nadante de H. influenzae tipo b, se precipitd con un deter-
gente catifnico ,La endotoxina residual se extrajo con fenol-
frio y ultracentrifugaci6n ( Anderson vy Smith,1977) .También se
encontro que este sobrenadante, tiene un compleio lipoproteico
adem4s de polisacdridos capsulares (Anderson e Insel 198la y b)

En 1981, Baluyut y su grupoc encontrarfn en los sobrenadan--
tes de cultivo de P. multocida, una toxina con actividad cito
toxica. detectandola con liberaci6n de cromo,previamente trata
da.Ellos determinan una correlacién de la produccién 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 fué concentrada y parcialmente purifica-
da.por ultrafiltracién secuencial por Diaflo,quedando estd en-
membranas de PM de 300 000, fué altamente 14bil y estable al-
oxigéno , suceptible a cambios extremos de pH y su actividad
fué inactivada con tripsina.

Un trabaijo reciente demuestra que aislardn de sobrenadantes
de ‘«cultivos de H. pleuropneumoniae, una exotoxina que purifi-
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ficarén por ultrafiltraci6n con Membranas de Amicon, detec-
tandola en geles SDS-PAGE de un PM aproximadamente de 14 000d
(De Regules y Noguera,1984).

Recientcmente detectar6n de P. multocida tipo "D" que la
toxina que produce, presente las siguientes caracteristicas -
fisicoquimicas: Es inactivada a 56°C,durante 30 min.,sensibi-
lidad a proteasas y a una soluci6n de formalina al 0,2% duran
te 8 hrs. a 37°C, parece ser sensible a tripsina, precipita -
en soluciones al 30-40% de sulfato de amonio.permanece en el-
sobrenadante tras la centrifugaci6n,a 15 000 g vy tiene un -
PM aproximado de 20 000 d ( Rutter.1983;Van der Heyden y -
cols.,1984).

La toxina puede obtenerse del sobrenadante del cultivo bac
teriano (De Jong y cols.,1980), o por sonicacién del medio --
con bacterias y posterior clarificacifn por centrifugacifn --
(Rutter,1983).

Para la deteccifén de la toxina se han usado diversos siste
mas biolégicos: inoculacidn intradérmica en cuyes (De Jong y-
cols.,1980),estudio de letalidad para ratén por via intraperi
toneal (Rutter ., 1983),toxicidad para cultivos celulares( Ru-
tter y cols.,1984; Pennings y cols.,1980), y medici6n de la -
atrofia de los cornetes nasales en cerdo (Martineau y cols., -
1982).

Algunos autores encontraron que P. multocida tipo A produ
cia una necrotoxina pero no ha sido bién comprobada (SWder--
ling y Bergstrtm, 1984}.

Por métodos de ultrafiltracién se pudier6n detectar de cé-
lulas de P. haemolytica, dos antfgenos que al caracterizarlos

dier6n uno de 100 000 y otro de 300 000 d de PM (Donachie -
y cols,,1984),

Otros trabajos dicen que 1a concentracién preeliminar de-
los productos extracelulares, presentes en el sobrenadante del
cultivo bacteriano, es necesario concentrar vya que se presen
tan con bajas concentraciones, no permitiendo su purificacifn
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y su caracterizacidn, por lo que demuestran que uno de lgs--
métodos que permiten una buena concentracién de 1los productos
extracelulares 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

Trabajos importante demuestran que la electroforesis en ge
les de SDS-PAGE, es un 4nalisis que ha permitido caracteri--
zar y observar la pureza de proteinas. En 1981 Baluyut y cols,
encontraron una citotoxina de PM aproximado de 300 000 d en-
P. haemolytica.

En otro estudio demostraron que por esta técnica,se encon-
trarén 10 serotipos diferentes en la misma bacteria (Thompson
y Mould ;1975),

En 1980, Nicolet y cols., encontraron que las protefnas
de sus muestras se comportardn igual a los patrones de protef
na de sobrenadantes de cultivo de H. pleuropneumoniae,por lo-

que concluyen que la técnica de electroforesis con geles SDS-
PAGE es importante y permite tenerla como una herramienta ta
xonémica, '

Otros autores demostraron similitudes con un géhero 0 con
una especie de protefnas electroforeticas, pero no entre el-
mismo género, debido a que los patrones de proteina son espe-
cie-especifico( Morris,1973: Nicolet y cols,1980).

3.0 Plismidos

El término de plismido fué primeramente usado por Thompson
en 1931.Los pldsmidos son moléculas circulares de DNA de do--
ble cadena , los cuales se encuentran en el citoplasma de la-
célula bacteriana idependientemente del cromosoma.Estos plis
midos son replicados y heredados a las células hijas durante-
la divisién celular, Los plismidos pueden ser reconocidos co
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constituyentes esenciuales de la célula,Estos pueden exjstir en
dos estados alternativos ,auténomos § integrados.En el estado-
auténomo ellos se replican independientemente del cromosoma -
hospedador y usualmente con un paso répido,El estado integrado
se refiere al estado de enlace del episoma al cromosoma del -
hospedador( Hahn,1976;Hayes,1968;Watanabe,1963).

3.1 Plismidos " R ”

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

Estos pldsmidos causan considerables problemas médicos y-
veterinarios, por la mltiple resistencia antibi6tico(Hahn , -
1976 ;Bouanchaud y cols.,1969;Albritton y cols.,.1982;Watanabe, -
1963).

Ademds muchos de estos pldsmidos son conjugativos y pueden-
ser transferidos particularmente entre diferentes géneros de -
Enterobacterias y porqué muchos de¢ ellos poseen resistencia es
pecifica a uno o m&s que pueden llegar hasta 6 6 7 drogas no-
relacionadas entre siI (Cluzel y Joly,1978).

El primer aislamiento de resistencia mGltiple 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 descubrimiento del Plismido"R" , es un factor extra
cromosomal, el cudl es genéticamente responsable de esté fenb-
meno, dando las primeras observaciones de la transferencia del
Pldsmido*R'", entre bacterias gram negativas(Watanabe,1963).

Los Pldsmidos"R", son materiales de autonomia extracromoso-
mal ,que llevan la herencia bacteriana, genes de resistencia -
a diferentes antibiéticos ( Duck y cols.,1978;Hahn,1976).
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Los antibiéticos actfian de tres formas para avudar a esta
transferencia:
1) Proveen un medio ambiente en el cual dnjicamente las bacte-
rias resistentes a la.droga pueden crecer,
2) Las bacterias de la flora intestinal normal que estan mis -
adaptadas a un medio ambiente ,que generalmente compiten en =«
contra de los microorganismos pat6genos son destruidos por el-
antibidtico.
3) Como resultado de este desorden en la poblacién microbiana-
se produce un cambio de condiciones de pH, oxigenacién,fuerza-

i6nica,etc. , que aumentan la transferencia de pldsmidos con-
jugantes.

(Cluzel vy Joly, 1978).

3.2 Replicaci6n de Plismidos

La replicaci6n de los plésmidos se llevan a cabo en dos for
mas diferentes:La replicacibn Conjugativa , que ocurre durante
la conjugacifn, en la cudl wuna sola cadena de DNA queda en -
la célula donadora y la cadena complementaria se transfiere a-
la receptora y es replicada para formar un duplicado del -
pldsmido en las dos c&lulas ; y la replicacifn Vegetativa,que-
ocurre durante el ciclo normal de la bacteria, asegurando que-
las c&lulas hijas hereden el plasmido durante la divisién cé-
lular .Los dos procesos de replicacibn son muy similares y no
dependen de los mecanismos de replicacidn de 1la célula (Clu--
zel y Joly,1978; Sinha y Srivastava,1978).

Estudios hechos han permitido observar que la resistencia -
3 la ampicilina pasa por transformaci6m a E . céli, pudiendo -
ocurrir esta "in vivo" . El Plismido"R" que da resistencia a-
antibiéticos puede ser mediado por genes llevados por elemen-
tos extracromosomales, estos pueden ser transferidos de una -
célula bacteriana a otra célula bacteriana, dando como resul-
tado, promoveer un efecto quimioterapelitico para enfermedades-
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infecciosas ( Rotimi,1981;Zjimmermman y coqls,,1979),

En 1963 Watanabe,toma como fundamento que la mGltiple resis
tencia a antibi6tlcos, son llevadas y transferidas por un PI4s
mido, por lo que podria ser un eijemplo de una herencia infecti
va, Otro trabajo demostrS que efectuar6n una transducci6n de-
resistencia mGltiple de antibiSticos en Salmonella tiphimurium
LT-2 con un fago P-22 (Watanabe y Fukasawa,1961),

3.3 Plédsmidos que Confieren Patogenicidad a Mamiferos.

Tres tipos de pl&smidos se han encontrado en las cepas ais-
ladas de infecciones de humanos, bovinos y porcionos, los cua-
les no se encuentran en cepas no patdgenas.

1) Los pldsmidos "Ent'" que codific&n simultineamente para la -

sintésis de dos tipos de enterotoxinas , una termoestable y

. la otra termoldbil en E. coli.
2) Los pldsmidos "Hly'", que especificin la produccién de -he-
molisihas, que causan la lisis de los eritrocitos.
3) Los plésmidos"K'", que son los responsables de la produccifn
de los antfgenos sobre la superficie celular de E. coli.
(Hda y cols.,1981; Hayes y cols.,1968).

En 1976, Hahn, encontr6 un plismido que lleva el Pldsmido -
"R", adem&s de la produccidén de ©% -hemolisinas vy antigenos de-
superficie bacteriana o enterotoxinas.

Investigadores encontraron cepas epidermoliticas, producto-
ras de toxinas en S. aureus , obtenidas en diferentes fuentes-
y fuer6n presentadas en un pl&smido. Ademis de producir una t§
xina produce una bacteriocina; que cuando se pierde el pldsmi-
do estas dos sustancias se pierden . Muchas Enterobacterias -
son productoras de bacteriocinas, estén determinadas por plis-
midos, esto puede ser un rasgo com@in,para otro género de bacte
rias. La creciente prevalescencia del plismido transferible -
lleva resistencia a antibi6ticos y esta asociada a factores de
patogenicidad, que llevan a serias implicaciones (Hirsch,1978;
Ishiguro,1981;Rotimi,1981).



19

En un trabaio,no llegar6n a ninguna comprobacifn de que -~
existiera alpuna correlacifn entre la produccién de una téxi-
na en Pseudomona spvngae y la presencia de un pldsmido, solo -
existié 1a baja expontinea de la habilidad de producirla,por -
1o que no se puede asociar con 1a baja de plasmidos especifi -
cos,pero de alguna manera sugirierbm una cierta correlacién de
la producci6n de la t6xina y la pérdida del plésmido en otro -
estudio (Jamieson y cols.,1979:Jamieson,1981).

3.4 Plasmidos en Ingenieria Gen€tica.

La ingenieria genética puede ser de considerable importan-
cia cientifica vy tecnolégica, ya que através de su tecnolo--
gia,es posible producir genes obtenidos a partir de diversas -
fuentes dentro de Plismidos bacterianos "in vitre". Estos ge--
nes pueden ser obtenidos a partir de otros microorganismos -
en particular a partir de Eucariotes, con el objetivo de obte-
ner proteinas o enzimas de intéres cientifico o tecnolégico.

Los métodos experimentales, para introducir nuevos genes --
dentro de plismidos requieren basicamente de dos clases de --
enzimas: Las endonucleasas de restriccifén las cuales dividen
mediante hidrolisis el DNA en sitios especificos y las DNA 1i-
gasas con las que se podrdn unir posteriormente los fragmentos
hidrolizados (Dulbecco y cols.,1980:Haves.1968;Watanabe,1963).

4.0 Compuestos Quimicos que Permitén “CURAR" los Plismidos.

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

Estas drogas antimicrobianas parecen tener la funcién de --
combinarse con el DNA, distorcionando la estructura y su fun-4
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cibn, esto es generalizadqQ, va que para cada compuesto solo --
se especuld en su mecanismo de accién,

El uso terapefitico de drogas antimicrobiales selectivas toxi
cas, han conducido ha una erradicaci6n de muchas enfermedades-
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 bioquimica en investigaciones experimentales de procesos
vivos, Paul Ehrlich. el padre de la quimioterapia, refiére que-
se les pueden llamar a las drogas t6xicas selectivas :como "Ba--
las Magicas" ya que actuin directamente en el sitio especifico-
hasta el final ( Citado en Waring,1968).

En 1970 Hohn y Kormy dicen que las drogas pueden inhibir di-
rectamente la replicacibn del episoma, blogueando la iniciacibn

o polimerizacibén, o pueden prevenir el enlace de replicas del-
pldsmido a los sitios de segregaci6n.

4.1 Naranja de Acridina

Este compuesto pertenece al grupo de las acridinas que son -
sentetizados quimicamente, Estos fuerSn usados como agentes an-
tibacteriales por algln tiempo.

Las acridinas tienen la habilidad de combimarse con los dci-
dos nucleicos, Estudios importantes demostrarfn que ocurren --
cambios en las propiedades fisicas del DNApor unifn de esta dro
ga. hay un incremento en la viscosidad y una caida del coefi---
ciente de sedimentaci6n y cambios en la difraccifn de rayos X.

Se han podido bbtener resultados "in vitro", se observa un -
complejo metacromatico con DNA y RNA v se plantea, que probable
mente la unifén de la droga a los pares de bases sea por la es--
tructura secundaria de los &cidos nficleicos,

Estas observaciones llevar6 a Lerman a tomar como propfsito-
un modelo de intercalacifn,para la unién de las acridinas al --
DNA (entre pares de bases adyacentes de 1a doble hélice),forman
dose una molécula mis larga y mis delgada, de aquf el cambio de
sus propiedades fisicas ya mencionadas anteriormente. Lo :esen--
cial de esta teoria es gue ocurren mutaciones de insercifn y -
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pueden ser generade por un eyento semejante a una recombina--
ci6n por apareamiento entre moléculas hom6logas de DNA, una -
de las cadenas contiene una acridina intercalada, lo cual es-
crucial para la explicacién de la mutagénesis de insercibn -
que es la separaci6n de las pares de bases, en una distancia -
exactamente equivalente a la que seria ocupada por cualquier -
par de bases. La intercalacién de compuesto ocurre aunque el-
DNA no se encuentre en replicacién, pero para que se provoque
la mutaci6n es necesario la recombinacién.

(Waring,1968).

La narania de acridina (NA), convierte la células F'oa B
en E. coli , en este estudio encuentran que el grado de conver
si6n es directamente proporcional a la concentracién de la -
acridina ( Hirota,1960;Hahn,1976).

Otro estudio importante realizado por varios autores, en--
contrardn que la NA elimina de E. coli el factor F, totalmen
te. sus resultados indicar6n que existfa una inhibicién inme-
diata de replicacién del episoma,a la adicién de la NA (Hohn-
y Korn,1969:Yamagata y Uchida}1969).

En 1981, Rotimi y cols., encuentran que concentraciones =-
subinhibitorias de NA, fué eliminado el Plasmido "R'en Bacte--
roides spp.

Los factores de resistencia son eliminados por narania de -
acridina( Watanabe y Fukasawa.1961), estos resultados sugieren
que la NA fué mis efectiva que la acriflavina para estd elimi-
nacién, dando como contraste con los datos de Hirota en 1960,
que dice que la acriflavina es mis efectiva en el sistema de -
cada uno.

4,2 Otros Compuestos.

Estudios considerables, han sido dedicados a otros compuest
tos mutagénicos ,los cuales de alguna manera, inhibén la re--
plicaci6n®del DNA del plismido, no permitiendole que esta cum-
pla con su determinada funcién. “
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Algunos investigadqres encontrarfn que los factores cito --
pldsmaticos, por la acriflavina se transforman, dando también-
cambios en el tamafio de las colonias en E. coli  cepas F'a -
F', o la eliminaci6én de este totalmente,también la resistencia
a antibifticos (Hahn‘1976;Mitsuhashi y cols.,1961: Watanabe y
Fukasawa, 1960; Watanabe, 1963), Se han planteado importantes
parametros para la eliminacién del pldsmido con la acriflavina,
los cuales son: 1lfimite angosto de actividad del pH, in6culo pe
quefio, medio de crecimiento orginico, periodo de crecimiento de
aproximadamente 6 horas, incubaci6n fisiol6gica que soporta el
crecimiento de la bacteria (E. coli). (Hahn, 1976).

Otros compuesto que también tienen alguna funcién 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: Mc Hugh y Swartz,
1977; Riva y cols.. 1973).

Un detergente iénico (SDS), después de crecer con la bacte-
ria, di6 como resultado la baja de la habilidad de la produc-
cidén de la penicilinasa, y la "CURA" total del plasmido,  Es-
te agente es uno de los mas '"curativos" para plismidos (Inuzu-
ka y cols.. 1969; Ishiguro, 1981; Lehrbach y cols., 1977; Sos-
tein y Baldwin, 1972).

Se ha visto que la temperatura también es importante para
la eliminacién de los pldsmidos, En un estudio demostraron
que hubo pérdida 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 replicacién del DNA
del plismido en algunas cepas (Asheshow, 1965; Ishiguro y cols.
1980; Setlow, 1977; Smith y cols., 1970),
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4.3 Electroforesis en Geles de Agarosa,

Un método importante para caracterizar, comprobar y recong
cer la presencia de un plismido, es la electroforesis en ge-
les de agarosa (EGA), (Arska y cols., 1984; Bouanchaud, 1969),

En 1977, Meyers y cols.,describieron que el método de EGA,
era un método ripido para la deteccién e identificacibn de plis
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 producci6n de una bacteriocina de Rhi-
zobium leguminosarium, mostradas en EGA y también pl4smidos
largos de alto PM en Agrobacterium tumefaciens (Brewin y cols.,
1980: Casse y cols., 1979).

La demostraciln de que existfa DNA de plésmido, para confir
mar la resistencia a antibifticos, se mostré en EGA en una ce
pa de Bacteroides (MacCarthy y cols., 1984; Rotimi, 1981},
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1T1.- OBJETIVOS

El objetivo principal de €sta investigacibn fué la de estu--
diar la relacibn que podria existir entre el material genéti-
co, contenido en un plismido y la produccién de una exotoxina-
de una cepa tipo"D" , causante de la reaccidn dermonecrotoxica.

Los hallazgos nos han demostrado que la cepa causante de -
rinitis atr8fica y una probable relacifn con neumonias son las
cepas tivo "D'" (Badiola y cols.,1984).

Para el estudio se divierfn en varios objetivos :

\
1.- Aislar y caracterizar,la exotoxina producida por una cené-
de P. multocida tipo "D", tomando como modelo experimen

el cuve para comprobar su produccifn. A4
2.~ “CURAR" ,la cepa control por medio del compuesto de Naran-
ia de Acridina.

3,- Comprobar 1a hipb6tesis de que la produccitn de 1a dermone-
crotoxina,esta asociada con el material genético de un ---
plismido,

4,- Determinar cuales son los probables antibibticos a los --

que confiere resistencia el plismido,
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17.
18.
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22.
23,
24,
25,
26.
27.
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BBL, Beckton Dickinson & Co. Cockeysville,Marvland(USA).
Beckton Dickinson de México. México D.F,
Biolab.Bervelli Massachussets (USA).

Bioclin Laboratorio, Sinaloa. México D.F.

Biox6n de México,0axaca (México).

Bio Rad l.aboratories.Richmond ,California.

Buchler 3-1500, Isco Modelo 494 (USA).

Damon/IEC Division.Modelo DPR 6000 (USA).

Difco Lahoratories, Detrnit Michican (USA).

-E. Merck,Darmstadt ( R.F. de Alemania).

-Eppendorff Brinkmann Instrument,Westbury (USA).

-Forma Scientific, Modelo 3151,Marieta Ohio (lISA).

-Grand Island Biological Company N.Y. (USA).

-J.T. Backer de México,México D.F.

-Labconco Freeze Drv-5. S. Court,NDublin Calif. (USA).
-LKB. Stocholm (Sweden).

-Mead Johnson de México, México D.F,

~Metier,Modelo PC 2000 Zurich ,Switzerland.
-Microfiltracién Systems.D, Court, Dublin Calif, (USA).
-Millipore Corporation. Bedford. Massachussetts (USA).
-New Brunswic Scientific Co. Inc. Edison. N.Y. (USA).
-Quimica Hoechst de México,México ,D.F.

-Sigma Chemical Company. Saint Louis, Missouri (USA).
-Sorvall Suspeed Centrifuge. Connecticut (USA}.
-Spectronic 88 Bauch§ Lomb Illinois, (USA).
-Transluminator U.V. (USA).

-Ultra-Low Revco Freezer,California (USA)

-Uojohn de México,México D.F.

- Cuyes Blancos, donados por el Dr. Roberto Cervantes,de-
SURESA (Sta. Ana Tecamac Edo. de México), €epa Hareley-
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ITr.- MATERIALES Y METODOS
A,- Identificacifn Bacteriana por Pruebas Bioquimicas.

Tras el estudio comparado de los publicados por diversos-
autores{Mc Allister y Carter,1974;Cowan y Steel,1974;Carter-
1975 ;Simmons y Simpson,1877;Thigpen y cols.,1978),se lleg a
la conclusién que el nfimero minimo de pruebas para la iden-
tificaci6ﬁ,hasta especie de Pasteurella debia incluir lo si-
guiente:tincidn de Gram,oxidasa,catalasa,oxidacibén/fermenta-
cifén. motilidad, crecimiento en agar Mc Conkey,hemolisis en-
agar sangre 3%.indol,ureasa,produccién de SH,,produccién de-
fcido a partir de glucosa,sacarosa,manitol,rafinosa,trehalo-
sa y arabinosal. Dando también importancia, a caracteristi--
cas menos objetivas como morfologfa colonial y olor de culti
vo.Todas las pruebas anteriores se realizarbn segin las téc-
nicas descritas seglin Cowan y Steel, 1974,

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

P.multocida P.pneumotropica P.ureae P.haemolytica
Hemolisis - -

- +

Mc Conkey - - - +
Indol + - -
Ureasa - +- + -
Ac. de :

Glucosa + + + +
Sacarosa + + + +
Manitol + - + +
Rafinosa - + . +
Arabinosa v - v
Trehalosa vV + - v

Nos. 1,2,3,.......... Observar la hoja # 25
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B.-Curva de Crecimiento

En un volumén de 50 ml de CICCS,se sembrarén inoculos de
la bacteria,durante 18 hrs. a 37°C,transcurrido este tiempo-
se hizo una dilucién de esta cosecha(l:10),este inbculo se -
sembré nuevamente en matraces nefelométricos de 250 ml, equi
pados con un tubo lateral de 19 mm de difdmetro, con 50 ml de
CICC fresco y &steril.Las bacterias se incubarfn toda la no-
che en aerobiosis a 37°C en una estufalz, en un agitador or-
bita121, a una velocidad aproximada de 130 rpm .El crecimien
to se determind cada hora midiendo, la densidad optica a 660
nm en un espectrofotometrozs. Como blanco se utilizé CICC --
fresco y ésteril, en otro matraz nefelométrico. Se tomo 1 ml
de crecimiento bacteriano a la primera vy octava hora para --

hacer cuenta viable, en placas con AICCS(Dthecco y cols., ¥
1980).

C.- Tratamiento para Concentrar la Exotoxina

1.-Crecimiento Masivo de la Bacteria (¥*)

Con un crecimiento de 18 hrs., se inocular6n 4 lts. de -
MEM Eagle(con sales de Earle’® + 3¢ de co§ y 1% de L-gluta-
mina, con agitacidén constante a 130 rpm a 37°C, durante toda
la noche,se procedid a centrifugars,bajo las siguientes con-
diciones:45 min., 4°C,a 3000 g.
2.-Filtracién (*).

El sobrenadante obtenido por decantacidn de la centrifu-
gacibn anterior,se paso por filtros milliporezo de 0.22 um -
0.45 um,0.65 um y 1.22 um de didmetro de poro de mayor a me-
nor no esteriles, lo obtenido se paso por filtro de 0.22 um-
ésteril. Todo se efectué a una temperatura de 4°C,
3.-Microfiltracién(*).

Se tienen datos por investigadores(Rutter,1983:Van der -
Heyden y cols.,1984),que la toxina dermonecrotoxica,esta cn-
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un PM aproximado de 20 000 d,por lo que fu€ necesario concen
trar el sobrenadante filtrado; y para esto se pone en un Sis
tema de Microfiltraciénlg,utilizando membranas tipo F que re
tienen de PM 100 000 y 10 000 d,aplicidndoles una presibn po-
sitiva de 4Kg/cm2 generada por una compresora de airezo. To-
do el sobrenadante se pasd primero por la membrana de  ----
100 000 d de PM, lo que se obtuvo, se pasd por la membrana -
de 10 000 d de PM, de agui se concentrS de un volumén inici-
al de 4 1ts, a un volumén final de 150 ml ,este procesd se-
llevé a cabo en un cuarto frio(4°C).

4,- Liofilizacibn(*).

Finalizada la microfiltracifn, con el objeto de concen---
trar mds la muestra, se prosiguid a liofilizar,los solutos -
de PM mayores de 10 000, presentes en los 150 ml del volu--
mén final, se repartierSn en matraces de 125ml erlenmever. -
Estos se:congelar6n'en un refrigeradorzz -70°C, en un nivel-
homogéneo,después se colocarbén en el interior de la cimara -
de liofilizaciﬁnls,se ie aplicé vacif,a una temperatura apa-
rente de -50°C, hasta que la liofilizaci6n fué del 100% ( -
aproximadamente 4 dias). Los liofilizados se almacenarfn en-
refrigeracién(4°C).

NOTA: En los pasos de crecimiento masivo ,filtraci6n,micro--

filtracibn y liofilizacién, se les determiné 1a cantidad de

proteinas por el Método de Lowry.

(*).-Blatt,1968 y 1969; De Regules y Noguera,1985;8rivastava
y Foster,1977;Williams y cols, 1967,

Todo esto se procesS se le efectué a la ceps normal v a la-

cepa curada con NA,

D.- Determinacién de Proteinas por el Métode de Lowry.

Con el fin de determinar la cantidad de proteina que se -
tenia en cada muestra,se optd por este método que es uno de-
los mis sensibles (Lowry y cols.,1951),

Reactivos:
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Solucién A'3 : Na,CO; 2% en NaOH 0.1
Solucién B3 : CuS0, al 0.5% y C(H,0,¥ 13
Solucién c!3 : 50 ml de 1a Sal. A y 1 ml de B.

Técnica

A 20 'ul de la muestra se le agreg6 3 ml de la solucidén C
se dej6 reposar 10 min, y se le adiciono 0.1 ml del reactivo
de fenol sigma,se agit6 y se deié reposar nuevamente 20 min,
después se realiz6 1la lectura a una longitud de onda de -
750 nm. en un espectrofotSmetro.

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 prosigui6 a tratar la exotoxina con tripsina
y pepsinalo._De un cultivo de 18 hrs. , de crecimiento, se -
centrifugb ,se prefiltr6 y se filtro: con filtros millipore-
de 0.22 um de diidmetro de poro,este sobrenadante ésteril se-
le tratd con estos dos compuestos llevando a una concentra
cién final de 1 mg/ml, .tomando en cuenta la concentraci6n -
de la muestra de proteina, esto se repos6 por 15 min., y pro
siguié a inocular intradérmicamente la piel de cuyesa ,para
comprobar si se habia perdido la actividad de la exotoxina.-
El tratamiento con temperatura,se traté el sobrenadante ' --
igual al anterior hasta tenerlo estéril, entonces se dejd -
3 min, a ebullici6n, y también se inoculé a cuyes.

Esto se determin6é para la cepa normal y Liofilizado crudo).

F.- Electroforesis en Gel SDS- Poliacrilamida.
Para determinar su PM de liofilizado crudo concentrado -

final,la microfiltraci6én ,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 prosiguié a hacer la técnica de -
(LKB16 ;Nicolety y cols,, 1980),también se metif la muestra -
del medio~ de cultivo fresco y estéril,una muestra de filtra
do excluido en el proceso de microfiltracibn,para descartar
el hecho de gue pudiera tener protefnas menores de 10 000 d.
Se usarén dos tipos de tinciones:con Nitrata de Plata y Azul
de Coomassie.

Reactivos:

Solucifn A : Solucibén Stock de Buffer de Fosfatos
(0.2M,pH=7.1)
NaH,P0, . H, O i By
Naznpo4 Ceeesraeeninarae.. 61.32g
SDS teresssssasnsisass 0.0 g

HZO(destilada) tesssscccaiecrsnasse 3.0 1ts,

Solucién B : Buffer de Electrodos
Solucién stock de buffer de fosfatos.. 1 parte
HZO (destilada) ...evnevasrrarsnacess 1 parte

Solhucién C :  Buffer de Fosfatos para la Muestra
(0.01M,pH=7.1)
Solucién de stock de buffer de fosfatos,.5 ml
Z-mercantoetanolg.................... . 1ml
SDS Geeastesariartteasanass 1 g
HZO(destilada) ceseseccationsaccesss.100 ml

Seelucibén D ¢ Solucifn de Acrilamida-Bis Acrilamida
Acrilamida® e 22 g
Bis-acrilamidaS casecsenariseinasaness 0.6g

Hzo(destilada) setessesarrasrsanes.s.100.01

Se filtro la solucién con papel filtro Whatman No.l y se guar
do en botella obscura a 4°C.



Solucién E

i1

Solucién de Persulfato de Amonio
Persulfato de amonioS cverieeseess 0.15 g

HZO(destilada) crressesiressesss 10,0 ml

Se guardé estd solucién en botella obscura a 4°C.

Solucién F

Solucibn G

Solucibn H

Solucién de Azul de Bromofenol
Azul de Bromofenol® creevaseaeaess 0,03 g
HZO(destilada) cesacessaesess 12,0 ml

: Solucifn Detergente
Triton X-100° ...........iccceeee. 0.1 ml
HZO(destilada)....................100.0 ml

: Solucién Fijadora

Acido Tricloroacético ............ 57.0
Acido Sulfosalicilico ............ 17,0
Metano1® eeeeiean..150.0 ml
Hzo(destilada) seevsrnsrees350,0 ml

Se afiaden los 4cidos a la mezcla de reaccién metanol-agua -

destilada.

Solucién I

Solucifn Tefiidora (Azul de Coomassie)
Azul de Coomassie brillante r-25022..1.252
Metanol 7 Y S L ) §
H,0 2 4 I ) |
Acido acético glacial9 cecsinassees 46,0 ml

Se disolvié el colorante en la solucifn de metanol- agua. -
Se afiadi6 el 4cido acético vy se elimin6 el material insolu
ble, por filtraciSn con papel filtro Whatman No.l ;estd so-
lucibn se guard6é en botella obscura.

Solucibn I~
solucidn I-1

Solucibn Tefiidora(Nitrato de Plata).

: Disolver 0.8 g de AgNO; en 4 ml de HZO -
destilada.



solucidn I-2

solucién I-3

Solucién J

Solucién K

+ Mezclar 21 ml de una solucidn al 0,3% de

NaOH y 1.4 ml de NH,OH 14.8 M.

¢ Adicionar la solucifn A gota a gota cn -
la solucién B y llevar a un volumén fi--

nal de 100 ml.Usarse en 5 min.

i Solucibn Destefiidora

Etanolg N .
Acido aCBLiCOo +..vevevrvvernorons
HZO(destilada) b eaiiraerastaen s

+  Solucién Conservadora
Etanol ,.veeneceenensetonvennnnens

Acido acético ..,..... Cereecnasaens
clicerol?%,. . ... ..., T
HZO(destilada) et aree e

Desarrollo del Método

1,- Preparacifén de los geles SDS-Poliacrilamida.
Se lavarb las placas de vidrio con detergente de laborato-

rio y se acalarar6n con agua destilada, se mont6§ el equipo pa

ra la fabricacién de los peles de acuerdo a :

Tipo de Gel :

Hzm (destilada)

Solucibn A
Solucifén D
Solucién E
TEMED

Se mezcl6 el agua destilada,la solucibn A y

5%(2x10

300
100
100
500

Y2 3.5x10° ) 10%01x10% a 1x10°0)
14,9 ml -
33.0 ml 33.0 ml
14.8 ml 29.7 ml
1,8 a 2 ml 1.8a2 ml
0.6 ml 0.6 ml

ml
ml
ml

ml
ml
ml
ml

D en un ma -
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traz de vacif. Se elimin6é el aire de esta mezcla durante 10-
min. y se le afadi6 1la solucibn E y el TEMED,mezclandose con
precaucidn para evitar la entrada de aire a la mezcla de --
reaccidn,se vertid6 inmediatamente la solucibén en el molde va
preparado,agregandose los (ltimos mililitros de ésta solucidn
con una pipeta Pasteur. Se cerrd la banda de plistico que -+
tiene el molde sin atrapar aire.La polimerizaci6én después de
una hora de iniciada la reaccidn.

Terminada la polimerizacifn, se coloca el molde sin las -
pinzas en un refrigerador a 4°C durante 15 min. ,se quita -
la banda de pldstico y se desprenden las placas de vidrio,
teniendo cuidado de no romper el gel. Se eliminé la acrilami
da no polimerizada con papel filtro y se almacené el gel a-
temperatura ambiente durante 12 hrs..Los geles se utilizaron
después de transcurridas 12 hrs. de su preparacibn,pero no -
después de 4 dias.

2.- Preparacifn de las Muestras de Proteinas.

Se necesita una relacién minima de SDS-protefna en cada -
una de las muestras problemas vy patrones de PM, es de 0.2 -
a 2.0 mg/ml .

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

3,- Preelectroforesis

Para detectar el frente del marcador de migracién de las
proteinas problemas y patrones de PM durante la electrofore
sis se colocS un papel blanco baio la placa enfriadora del -
aparato.Se 1lené la cdmara de electrodos con 1.2 Lts. de --
Buffer de Electrodos.
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Se pusieron unos mililitros de solucibn detergente en la
placa de enfriamiento para conscguir un buen contacto térmi-
co con el gel. Se colocd el gel sobre la placa de enfriamien
to cuidado de no deiar aire entre ambas .

Como contacto entre el gel y la solucién de electrodos, -
se emplearon de 8§ a 10 papeles filtros Whatman No. 1 por ci-
mara previamente empapados con el buffer de electrodos,asegu
randose que los bordes de los papeles quedara paralelos,Sc -
conectd el enfriador de agua hasta tener una temperatura de-
5°C. Se colocd la placa anticondensadora y se inici6 la pre
electroforésis a una corriente constante de 150 mA durante-
30 min..

4.- Aplicacidén de las Muestras

Se aplicaron 10 ul de cada una de las muestras ya preparad’
das en sus pozos correspondientes (cercanod al polo negati-
vo).Esto se realiz6 lo mis rdpidamente posible ya que el -
azul de bromofenol difunde ripidamente. .

5.- Electroforesis

 Una vez aplicadas las muestras en el gel,se ajust la co-

rriente a 20 mA y se mantuvo asi durante los primeros 10 -
min. de la corrida, después de los cuales se ajust6 a las -
siguientes condiciones :

Concentracidn de Gel 5% 10%
Corriente(mA) 200 190
Voltaije(V) S 6
Vel. de Migracifn del .

frente del colorante{cm/hr) 1.5 1.2

Tiempo total de corrida(hrs) 4 S
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La corrida electroforética de las muestras problemas y -
patrones de PM . se realizé manteniendo constante la cQ-
rriente, Terminada la electroforesis se midier6én las distan-
cias de migracidn del colorante de cada una de las muestras-

del centro de las bandas al lugar de aplicacidn del coloran-
te.

6.- Fijaci6én, Tincién y Conservacibn de los Geles.

Después de la electroforesis, los geles se fijar6n inme-i
diatamente con la solucibn fiiadora, durante 1 hr. a tempe-
ratura ambiente. .

Una vez fijados los geles se desprendierén de la placa -
del vidrio de soporte 7y se prosiguif a tefiir. Con azul de -
Coomassie,se pone el gel en la solucidn tefiidora(I) durante-
2 hrs. a temperatura ambiente. Con Nitrato de 'Plata: Se su-
merge el gel en metanol al 50%,durante 1 hr. se tifie el gel-
con la solucién(I-3),durante 15 min., manteniendose en agita
cidén, se lava el gel con agua desionizada (5 min.) .Se reve-
1la el gel por 15 min., en una solucién de 0.25 ml de formal-
dehido al 38 % y 2,6 ml de 4cido citrico al 10% en 500 ml -
de agua destilada.Finalmente se lava con metanol al 50% .

Para la Tincifn con Azul de Coomassie, se secar6n los ge:
les ya tefiidos y se sometir6n a la solucifn destefiidora,el-
tiempo suficiente para remover los restos del colorante en -
las partes de los geles que no contenidn proteinas(aproxima-
damente 24 hrs.).

Para evitar que los geles se destruyan al secarse, se co-
locarén en la solucién conservadora, durante 1 hr., a tempe-
ratura ambiente después de destefiirlos,

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

Se determiné la movilidad relativa de cada una de las -
proteinas ensayadas, de acuerdo a la siguiente f6érmula:

Distancia de la Migracién X Tamafio del gel antes de -
de cada proteina secar

M.R. =
Tamafio del gel después de Distancia de migracidn

secarlo X del frente del colorante.

Los pesos moleculares de las muestras problemas, se deter
minar6n por interpolacitn de su movilidad relativa en una -
griafica construida con el Log10 del PM de cada proteina pa -
trén contra la movilidad relativa de los mismos.

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

Patrén PM(d)
Citocromo C 13 370
Mioglobina 16 900
Qumiotripsinogéno 23 240
OvoalbGmina 45 000
AlbGmina B6vina 69 000
Gamma- globulina 160 000

7.- C4lculo de Peso Molecular(Para 1la tinci6n con Nitrato de
Plata).

Se determiné el Rf de cada una de las proteinas ensavyada=
de la siguiente forma:
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Corrimiento de la Muestra

Rf
Corrimiento del Colorante

Los PM de las muestras problemas, se determinmardn por in-
terpolacién de sus Rf, en una grdfica construida con el Log10
del PM de cada proteina en el juego o Kit, contra los Rf de -
los mismos.

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

Patrén PM (d)
Fosforilasa B 94 000
AlbGmina Sérica Bo6vina 67 000
Ovoalbfimina 43 000
Anhidrasa Carb&nica 30 000
Inhibidor de Trivsina 20 100
Alfa Lacto AlbGmina 14 400

G.- Produccién de la Dermonecrotoxina

Para la detecci6én de P. multocida tipo"D" productora de-
la dermonecrotoxina se sigui6 la técnica descrita por De -
Jong (De Jong y cols.,1980}.

Se cultivarén las bacterias en CICC durante 18 hrs., a --
37°C. El1 liquido sobrenadante, obtenido por centrifugacibn a
3000 g durante 45 min.,se pasé por un filtro millipore de -
0.45 um é&steril.

Los cuyes a inocular se''rapar6n"” del lomo y se dividi6 -
en 6 ifreas a estas:se les inocularén 0.1 ml de sobrenadante
a probar. con una jeringalpor via intradérmica.

A las 24 y 48 hrs, se realiz6 la lectura con la aparicién
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de la reaccién cutinea(eritema, edema, induracién y necrosis).
Esta prueba se les efectuf a la cepa curada y sin curar -
y a el filtrado tratado con Tripsina, Pepsina y Temperatura.

Nota: Las reacciones eritematosas con induracién de 1 cm de
didmetro se considerar&n positivas.

H.- Antibiogramas

Esta prueba se hizé por el Método de Kirby-Bauer(Kirby--
Bauer.1966.) .Esté método correlaciona el tamafio de zona de -
inhibicién con 1a suceptibilidad clinica del microorganismo-
frente a un antibiético,

Se tomo de un cultivo grueso de toda la noche(18 hrs.).1l
ml ,centrifugado 15 min. a 2000 g, se descart6 el sobrenadan
te, se le adiciono SSF o PBS de § a 10 ml, se resuspendi6 ho
mogenéamente, y se volvid a centrifugar bajo las mismas con-
diciones,y se descarté el sobrenadante y se resuspendif de -
la misma manera, ya homogéneo , se tomo de 0.1 ml a 0.3 ml-
colocandose en el centro de la placa con AMMH9 y se extendib
con una asa de Dragsky y antes de que secara fuerén colocados
los antibiogramas y los sensidiscos.Se incubarén durante 24-
a 48 hrs, a 37°C. La lecturi se realizé midiendo los di&me--
tros producidos.

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

Se partié de una concentracifn de 2000 ug/ml de Naranja -
de Acridina (NA)ZS, se disolvidé en un minimo de etanol, afo
rdndose con agua destilada, se guarda en un frasco amabar a-
4°C. Después de tener la solucién preparada se prosigui6 a -
determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC).

Se creci6 la bacteria durante 18 hrs a 37°C y a 130 rpm,-
de esté cultivo, se tomS6 1 ml para cada tubo{lo tubos), ca-
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Técnica

1.- De un cultivo de toda la noche(5ml), se centrifugﬁ24 a -
3000 g y se cosechardn las bacterias (aproximadamente -
a 30 min.).

2.- Se resuspendierdn en la Sol. A con 200 ul, de 5 a 10 min.
agitando suavemente,

3.- Se agregd 400 ul de la Sol. B y se dej6 reposar durante-
10 min.

4.- Agregar 300 ul de la Sol. C e inmediatamente que se for-
mé el colpulo, se agitd muy lentamente, evitando romper-
lo y la :formacibn de emulsidn.

S.- Se congeld en hielo seco-etanol de 1 a 5 min,.

6.- Se descongeld 1y se tomé el sobrenadante, pasdndolo a tu
bos Bppendorflésteriles

7.- Se centrifug611 a 12 000 g, durante 15 min.

8.- El sobrenadante se pas6 a tubos nuevos y se agregé 500 -
ul de etanol absoluto del mejor (-70°C).

9.- Se congelb6 de 5 a 15 min. en la mezcla etanol-hielo seco

10.-Se descongeld y se lavé 3 veces con etanol al 90% frio-
€20°C). con su previa centrifugacién.

11.-Se dejb secar la pastilla,

12.-Se resuspendié la pastilla en Tris-EDTA (20 ul).

13.-Se tomé 7 ul de la muestra resuspendida y se le agregb -
de 1 a 2 ul de colorante {(mezcla de xilencianol y azul -
de bromofenol 1:1), en glicerol al 20%.

14, -En un gel de agarosa al 0.7% con 10 pocillos se colocarén
las muestras en c/u de ellos. Uno de ellos fué el genoma

de Fago restringuido con la endonucleasa Hind III.

15.-Se corrib el gel con una fuente de poder :45 min, a 85-

volts.
16. -Después de terminada la corrida,se reveld con bromuro de
etidio23 a una concentracibén de 0.5 mg/ml.

17, -Se lav6 con égua destilada el gel v se observé en un --
transluminador de UV26.
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da uno de ellos 1llev6 diferentes concentraciones de NA de(-
10 a 100 ug/ml como concentracién final), después del aforo-
constante con CICC, se mezclar6n con suavidad, se incubé de-
18 a 24 hr¥. a 37°C, con agitacién constante de 130 rpm.en -
obscuridad, después de cada tubo se tomo 1 ml y se llevé -
a 10’ml con SSF, se t6mo de 0.1 m1 a 0,3 ml despositandose
en el centro de la caja con AICC ,se extendid con la asa de-
Dragsky y se incubé nuevamente durante 18 a 24 hrs.Se hizé -
el conteo de colonias que crecier6n y se resembrarén por se
parado, haciendo un chequeo de pruebas bioquimicas y mi---
croscépicas , para comprobar si se trataba de la bacteria es
tudiada. A estas se les hiz6 antibiogramas.

J.- Extraccibn del Pldsmido.

_ Para comprobar si la cepa control de P. multocida tipo"D"
productora de la dermonecrotoxina tenfa plismido y &ste la -
produccién de la misma, ademds de comprobar si la cepa cura-
da habfia pérdido el plismido, se prosigui6 a extraerlo por -
la técnica de Birnboim (Birnboim y cols.,1979}.

Solucidn A H Glucosa9 50 mM
EDTAZZ 1 oM
Tris23 10 mM pH= 8

Tris-EDTA se ajust6 el pH a 8.2, se esteriliz6 15 min./15 1b
y se agregb la glucosa , en el momento se le adiciona 1la 1j
sozima (5 mg/ml).

Soluxi6n B . sps®

1% P/V en NaOH o.2N

Solucién C : Acetato de Sodio 3M pH=4.8.Es 3M con res-
pecto al sodio v 5M con respecto al ace-
tato, se esteriliza bajo las mismas condi
ciones de A, se guarda a 4°C.
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K.- Cuenta Viable con Diferentes Diluciones y Antibiéticos,

Para estd prucba se siguib la técnica de Tilton y Newberg
(Tilton y Newberg.1976).

Las cepas curada y la cepa no curada. se pusiertn a cre--
cer toda 1a noche a 37°C a 130 rom y se tom§ 0.5 ml de es-
tas, por separado en 10 tubos para cada cepa, cada uno llevd
diferente concentraci6én( de 10 ug a 100 ug), de los siguien-
tes antibi6ticos: Lincomicinazs, Estreptomicina22 vy Amikaci-
na17 aforindose con CICC constante,se incubé durante 18 hrs.
con las mismas condiciones. Después de cada tubo con dife--
rente cepa'y diferente antibidtico,se tomé 0.1 ml y se llevb
a 6 ml con SSF. Se agit6 hasta homogenizar y se tomb de cada
uno de 0.1 a 0.3 ml,colocindose en el centro de la caja que
tiene AMMH, con el asa de Dragsky se distribuye y se incubin
las cajas a 37°C, durante 24 a 48 hrs.,al cabo de este tiem-
po se contardn las colonias en cada caja {UFC).
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IV.- RESULTADOS

La cepa control de P. multocida tipo '"D" que se estudib, --
presentd un plismido en geles de agarosa, extraido,por la -
técnica ya descrita,detectdndose 2 bandas que se encuentran en
un rango de aproximadamente 6557 y 4371 pares de bases,obser--
var (Lamina# 1y Cuadro # 1).

Ademds la cepa control se traté con diferentes concentracio
nes de NA, midiéndose el % de mortalidad(Figura #1),que nos -
muestra que a 500 ug de NA se encuentra su MIC de la bacteria.
De cada concentraci6n ademis de la de 500 ug ,en su respectiva
caia se tomar6n colonias y se les llevé a cabo 1la técnica de-
extraccibn de pl4dsmido ya descrita,mostrando en los mismos ge-
les de agarosa en que se corrif 1la cepa control,que la concen
tracibn de NA que habfa permitido "CURAR" el plismido era la -
de 400 ug (Limina #1).

A la ceva control vy a la cepa "CURADA" se les llevb a cabeo
la identificacibn de pruebas bioquimicas y morfolbgicas (Cua--
dro # 2 ),estos resusltados demuestran que las 2 cepas perte
necifin al género y especie de Pasteurella multocida

Partiendo de que la cepa control y la cepa "CURADA" con NA
son cepas de P. multocida , se les efectu6 un estudio sobre la
Curva de Crecimiento Bacteriano, para comparacifn de estas y -
al mismo tiempo observar si la "CURA" habfa 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 (Figura # 2 y # 3), aqui tam--
bién podemos observar que 1la fase logaritmica empieza entre-
la primera vy segunda hora de incubacién,prolongindose por -
seis horas més,antes de llegar a la fase estacionaria,
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Electroforesis en Gel de Agarosa

Limina # 1 ,- Corrimiento de muestras patrones y problemas
en gel de agaroéa al 0.7%.
No, de Pozo, Muestras
1 Control de Pléismidos (*)
2 -
3 -
¥ -
5 -
6 .
Vi -
8 Cepa Curada (400 ug de NA)
9

Cepa no Curada (300 ug de NA)
Cepa Control

—
(==}

(*) Observar Cuadro # 1.



Datos de pares de bases para un patrén
y muestra problema.

Chana Ktestringuido con erdonacTcass Thnd TTT
No, de Bandas Pares dé Bases
la. 23 130
2a. 9419
Ja. 6557
. 4a, 1371
Sa, 2322
6a. 2028
7a. S64
8a, 125
feva de Pustenrella wultocida tipn'D" sin trataaientn
. ‘6557
Entre
da, 4371

Cuadro # 1,-Corrimiento de muestras pro-
blemas y patrén en geles de agarosa.

Reaccién Dermonecrotoxica

Tepa Didmetro
Control 1.1 cm
Cepa Curada 0
Cepa ~Tripsina 0
Cepa - Pepsina 0

0

Cepa_-Temperatura

Cuadro ¥ 2.- Prucba de la -
dermonecrotoxina ey
cuyes via intradér

l ] mica.
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Pruebas Bioquimicas y Morfoldgicas

bas. Control Qurada
rxidasa . + +
[atalasa + +
O/F F F
HZS - -
Motilidad - -
Indol + +
rcido de :
[lucnsa + + o
€arosa + +
halosa + +
ylosa + +
inosa - -
rabinosa + +
ras caracterfs
icas : Olov carcterfstico colonias amarillentss muco
sas cocobacilos gram negatives,bipalares. -

P B L e

Cuadro # 2,' Comparaci6n de las principales -
pruebas en la cepa control y"Curada"
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Concentracion Minima Inhibitoria pora la

cepo control.
100 f
80
©
o
© 60
©
v
o %0
p
® 20
1 . [\ 4 L
200 400 600 800 1000
»9/mi

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

Concentraciones de NA.



Datos de la Cepa Control Y CURADA para las Curvas de
' Crecimiento
Tienpo Absorbencin - logyue Ta Coneentry UG/l
cién bhacteriana
Cuntrol  Curada Control Covada | Control Curadla Control Gurnds
' 8 0,045 10°
0 0 0.020 0.019]  8.959 8 .95 9,1x10 -
L 1 0.085 0.085| 9,170 9.17 uaxe® s xaed
2 2 0.370 0.390| 9 320 9.38 w245 00
3 3 0860 0.910| v.500 9.51 stasio® 320 enof
1 1 1.340 1.300 | 9,690 9,68 a0.0x16% 48,3 v0®
5 5 1,530 L1.5301 10 180 10.18 150?153 x10
6 6 1.060 1.670| 10.650 10.07 15,3010 47 2 %10
7 7 1.690 1,690 10,910 10.91 8310 825 x10°
8 8 1.780 1,780 | 10,970 10.97 94.8x107  94.8 x10
g 9 1.800 11,020 10,5x10'0
10 10

»

labla # 1 .- Datos obtenidos de 1a Curva de Crecimientn para 1s Cema Control v la Cepa Curads.
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ABSORBENCIA (660nm)

Curvaode Crecimiento para P. multocida
(VC-Cap)

O CONTROL
e CURADA

1 1 i A

e 4 6 8
TIEMPO (hrs)

Figura#2,- Crecimientos de las cepas control y "curada

durante 8 horas.
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Curvade Crecimiento para P multocida

o’-.-- T-e-
o
O CONTROL
¢ CURADA
| ] i L | 1
2 4 6 8 10

TIEMPO (hrs)

Figura # 3.- Grifica construida con Log,, de UFC, para
amabas cepas,
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Por otro lado, la importancia de congcer la concentracibn-
de proteina en el sobrenadante de la cepa control, era indis-
pensable; por lo que se opt6 por un mEtodo sensible para la -
determinacibn de profeinas {Lowry), que nos permite interpo--
lar los datos en la Curva Patrén, que fué preparada con dife-
rentes concentraciones de albfimina bovina. (Figura ¥ 4 ).

Como primer paso se determind la concentracién del medio -
de cultivo s6lo y después del crecimiento con la bacteria , -
mostrando que la concentracifn aumentaba visiblemente ( Tabla
# 2 ), por lo que de alguna manera sugeria que se trataba de
una Exotoxina. Pero &sta concentraci6n afin no era suficiente,
para poder caracterizarla, por lo que se prosiguif a concen--
trarla mucho mas, por las técnicas ya descritas.

Este método resulté ser relativemente largo, pero di6 bue-
nos resultados y se pudo observar qu a medida que se concen--
traba mas la muestra, disminuia el vol@men en que se encontra
ba, llegando por iltimo a obtener una concentraci6n final de:
790 ug/ml (Tabla # 2 ). La cepa "CURADA" se tratb de la misma
forma, cuando el proceso llego al final la concentraci6én de -
proteina era baja en un mismo voldGmen de la control (Tabla --
#2).

Gracias a la concentracién 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 Pla
ta se corri6 la muestra con un KIT ce controles de PM, sirvien
do para construir la Curva Patr6n (Figura # 5),€&sta nos permi-
ti6 interpolar nuestros problemas y asi obtener el PM corres--
pondiente. Para la tincidn con Azul de Cumasina,se utilizaron
otros controles, tomando como datos el Log ;o del PM y su mo-.
vilidad relativa, de cada uno de éstos se construy6 otra Cur-
va Patr6n (Figura # 5), que también interpolando se obtuvie--
ron el PM de 1la muestra. (Tabla # 4),.
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Curva patron de proteinas ( Metodo de Lowry)

-~ 0.3336F
c o.soooﬁ—

o.zcoor '

ABSORBANCIA (660nm

o.onoﬁ—

i - | A L i

20 40 60 60 100
g DE ALBUMINA BOVINA

Figura * 4.- Construccién de la Curva Patrdn de-
protefnas con diferentes concentracio
nes de AlbGmina B8vina.



Concentracidén de Proteinas (Lowry),Cepa Control

y* CURADA

Murstra
Antes dél tratamiento

Concentracidn de Mrotefnas
ue/ml

\'t.
Lts,

a) MEM FARLE® +3% de-
co; + 19 de L-Glu-
tamina.

b) Sohrenadante de (ul

tivo de 18 hrs.

59.31

93.63

4.0

Muestra

Diferentes Pasos de! Tratamiento

"¢} Filtrado exclufdo-
en el nroresn de -
microfiltracion,

d} Linfilizado del con
centrado finsl de -
1a cenma curada.

¢) Concentrado final! de
1a micrnfiltrarifn,

£) Linfilizado dcl Con-
centrado final de la

microfiltracidn

60.12

59.31

616.00

790.00

T
oI

0,005

0.150
0.003

o

Tabla # 2.- Concentracidn de Protefnas Autes v Después del Tratamicnto

Para 1a FExntovin~



Datos de la-Electroforesis en geles de Agaros®

para la tincién de Nitrato de Plata

53

Patrones M Log R . R
Fosfolirasa B 34000 4,92 6,392

Ablnming Serica

hévinn 67000 4.83 0.231

Ovalbinina 43000 4,63 0.372

Ankidrasa Carbdnica 30000 4.48 0.675

Inhibidor de Trinsi

ra 20108 4,30 0.84¢

Alfa Lacto Albtimina 14400 4.56 0.847

Mucstra Prohlcma
1 108606 5.04 0.054
2 81283 4.9] 0.176
3 74131 4.87 0.216
q 60069 4,82 0,270
5 54954 4,74 0.351
6 33884 4,53 0.554
7 31662 4.50 0.580
8 22387 4.35 0743
9 17782 4,258 0.838
10 15840 4.20 0.892

Cepa Control, ¥y la Cepa Curada,

Tabla # 3.- Pesos Moleculares \log do PM y Rf.para ta Electroforesis en
aeles de SDS- MGE. con tincifn de nitrato de plats, pira la
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LOG de PM

Curva patron porala determinacion de peso molecular

1 | 1 | 1 | | 1
0.2 0.4 0.8 0.8 LORF
Figure # 5,.- Construccién de la Curva Patrén con el KIT de PM

para interpolar , y determinar el PM
de la muestra.
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Electroforesis en Gel de SDS- PAGE

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

No. de Pozo. Muestra
1 Cepa sin curar
2 Cepa sin curar
3 KIT* de Calibracién
4 KIT* de Calibracién

(*) Observar la Tabla #3.
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El liofiljzado crudo present$ 10 bandas por tincién con -
Nitratg de Plata, con diferentes PM ( Tabla # 3'y Limina # 2)
siendo la banda de aproximadamente de PM 22 000 d, una de las
mis marcadas en el gel Este mismo liofilizado se corrié tam--
bién en otro gel de SDS-PAGE, pero con tincién de Azul de Cu
masina, donde se detect6 una sola banda marcada de aproximada
mente 22 000 d de PM, La cepa '"CURADA" también se corrié en-
los mismos geles y tinciones, no presentando ninguna banda; -
(Tabla # 4 y Ldmina # 3),

Con el fin de comprobar que el sobrenadante de la cepa con
trol producia la reaccibn dermonecrotoxica en piel de cuyes,-
se prosigui6 a obtenerla como se describié en Metodologia.
La cepa control, produjo la lesifn caracteristica de up halo-
de induraci6n y necrosis de aproximadamente 1.1 cm. de didme-
tro en piel de cuyes ( Cuadro # 2° ),Por lo que a los sobrena
dantes de la cepa ’""CURADA" con NA y a los tratados con Trip-
sina, Pepsina y Temperatura se les efectu6 1la misma prueba,-
dando como resusltado la pérdida de la actvidad de la reaccién
dermonecrotoxica en piel de cuye ( Cuadro # 2°),

De los 20 antibibticos evaluados para ambas cepas por el -
halo de inhibicién de crecimiento bacteriano,la cepa control
presentd resistencia a 6 antibi6tices ( Tabla # 5). De los -
cuales a dos de ellos se les hizo un estudio estadistico ( -
(Prueba t ‘gtudent) , a otros tres se les realizé otro estu--
dio ( Anilisis de Covarianza ) y uno que no se estudid.

Los dos antibifticos a los que se les efectuf el primer es
tudio estadistico , fuéroén : cloranfenicol y colimixina, de -
los cuales la cepa control presentf didmetro de inhibicién -
a igual que la cepa "CURADA" dando en €ste resultados mayo--
res que la cepa control (Tabla ¥ 5), por lo cual se observa -
que con el tratamiento adquirié la cepa mds sensibilidad a -
estos antibifticos, A partir de dichos resultados se obtuvie-
ron medias, desviaciones standar y t calculada , para los 20-
antibiSticos y las dos cepas, esto permitidé calcular los in -



Datos de la Electroforesis en geles de Agarogsa
para la tincidén de Azul de Cumasina,

Miestra Problema Movilidad n
a) MM EARLE -
b) Liofilizado Crudo 0.8603 21877

c) Liofilizado Crudo(NA) - .

atrones

d) Citocromo C ' 1.0439 13370
e) Mioglobina 0.9892 16900 .
f) Quimiotripsinogéno 0.8916 23240
g) Ovoalbimina 0.6086 45000
h) Albdmina Bévina 0.5204 69000

Tablat 4.- Movilidades Relativas y Pesos Moleculares. pava la Electrofd
sis en geles SDS PAGE. conm tinci6n de azul de coomassic,pard
L: 'a.mbas cepas,




Curva patron pora la determinacionde P M.

M.R.
' .0‘3’ - ‘.04.
0.9892~ C. de correlacidn 0.96
0. 8916}~ |
0.608¢} 4758
0.5204}- i} -]
~
e 1 1 A
412681 42278 4.3662 468332 4.0368
Logio PM.

Figura #6.-En estfd grdéfica se representan la movilidades relativas
dadas cn los patrones de PM,contra el Logy, de sulM.
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Electroforesis en Gel SDS- PAGE

Limina # 3,- Corrimiento de los preparados de la protei
nas problemas y las proteinas patrones.

No. de Pozo Muestra
1 Citocromo "C"
2 Mioglobina
3 Qumiotripsinfgeno
4 Ovoalbtimina
5 AlbGimina B6vina
12 Liofilizado Crudo
13 Liofilizado Crudo
14 Liofilizado de la Cepa
Curada

15 MEM EARLE
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Diferentes Antibi6tices mara Cepa=control y "Curada"

LT Tontro] T T THECIVATOS (0 Lot ]
L 5 L9 5, Contror o 1T Tu
(&) 1,58 0,403 2,02 - 0,758 1,20 1.00.2.03 1.07. 2,95
fotrm 2.40 0,408 2,22 0.672 0,78 2.03,2.89 1,30, 3 05
fenta 2,25 0,801 1,80 0,200 !1.21 1.40,3 09 1,55, 3.08
Nali 2,25 0.339 2.24 0.472 0.40 1.55.2.04 1.89. 2,06
Coli 0,75 0.367 1,870 0.646  -3.54", 0,36,1,13 1,15, 1.66
Clora 2,58 0,266 2.00 0,187 3,87 1.76,2.23 .27, 1.82
Fure 2,30 1.918 2.22 1.450 0.26 1.91,2.69 1.45, 2.98
Ox 2.00 0,278 2,02 0.605 -0,12 1.72,2,30 1.26, .77
Cofu 1.95 0.137° 2,29 0,408 -1,87 1.90,2.00 1.77, .78
Lritro 2,20 0.216 1.84 0,522 1,83 2,08.2,.49 - 1.24, 2.2%
Stx 2,56 0,799 2.12 0.683 0.983 1.72,3.40 1,27, 2.9
Poni : 1.55 0,327 1,42 0,438 0.564 1,20,1,89 0,87, 1.96
Anpi 1.60 0,328 1.46 0,832 0,381 1,25,1:94 0.42, 2.49
N-30 .1.4 0,421 1.40' 0,228 ' 0,005 1,08.1,97 1,19, 1,76
NB-JQ 1.51 0,803 1,76 0,963 -0.457 0,98,1,74 0,01, 2.94
CcC-2 1.28 0,383 0.94 ¢, 719 0.916 0,83,1.63 0.82, 1,78
L.inco ' . 1,18 0,521
PB-30 1.12° 0.190 4
Strep 1,3 0,410
Amika 1,92 0,752
*(Diferencia Significativa) . .
wu # 5.- Modias, Desviaciones estandar, t calculada e Intorvalos de Conflanza,

Hurley y cols, ,1981).
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Intervalos de Confianza para la Cepa Control y Curada

|
N
—
Prm———
N o
| § v
|y |
Prom—y
N o
[

@ de inhibicion cm

s W | W S W———
A8 ' A 8 A B A 0
Cloro onx.
Fure. Totre.
i I 3 '3
o 1 o 1 [ 2 2
1" | b
4*‘ A I 4 4
A D A 8
Ceto Eritre call
A= Control
8= Curado
#inura # 7.- Contruccién de gréficas con los diferentes antibidticos para ambas

cepas . por medie del didmetro de inhibicién.




Intervalos de Confianza para la Cepa Control y Curada

E
(8]
1] & 1 o i
sg i L N TR 4 1 1 |
> A B A [ ] A 0 A B
3 ""’30 Peni. Amp (o] -]
:E
£
@ ir I o - Sk
b~
. 2Fr I er l 2 2 [ l
™ 1 - I L o I -
S S L——L——-‘— 4 1 i §
A S A8 ') A B
$ N-8-30 cC-2 Cento

A= Control
8= Curoda

Fijur‘a # 77, -Construccién de graficas con los diferentes antibifticos pa,rn'
ambas cepas, por medio del difmetro de inhibicién.
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tervalos de confianza, que al graficarlos se observan mejor
los resultados ( Figura # 7 y # 7°), donde se observa que-
hubo diferencia significativa, con una razdn estadfstica su
ficiente ( p 0.01), para estos dos antibiéticos para dicha-
prueba. .

El segundo estudio se realiz8 para otros tres antibi6ti-
cos de los 6 iniciales, donde la cepa control no presenté
ningln difmetro y la cepa "CURADA" presentS un difmetro -
visible, por lo cudl 1la sensibilidad que adquirié la cepa -
curada fué muy obvia., A estos se “les realiz6 el segundo -
estudio estadistico (Andlisis de Covarianza), los antibiftji
cos con que se trabajo fuéron Lincomicina, Amikacina y Es-
treptomicina,

Los datos experimentales ajustados que se obtuvierén -
de trabajar UFC contra diferentes concentraciones de antibig
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 antibifticos se muestran en -
el (Cuadro:# 3). Tomando estos datos, se pudo hacer el An4-
lisis de Covarianza ( Cuadros # 4. ¥ 5,  6), para cada an-
tibi6ticos dando la comparaci6n de rectas. Podemos observar
que en las (Figuras # 8, # 9, # 10 ), existe una diferencia
significativa entre las rectas de la cepa control vy las -
rectas de la cepa "CURADA", esto nos indica que una concen-
traci6én mayor de 45 ug de Estreptomicina, 46.5 ug de Linco-
micina y 14.5 ug para Anikécina, las bacterias de la cepa -
"CURADA" son mis suceptibles que las bacterias de la cepa-
control ., Por lo que se puede observar muy claramente que -
el antibibtico a que la cepa "CURADA" es m&s suceptible a -
menor concentracifén es el antibi6tico Amikacina,

Del antibiético Polimixina no se realiz6 ningln estudio-
pero la sensibilidad que adquiri6é la cepa al "CURARSE" fué-
obvia,
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Comp

aracién de Tres antibi6ticos en diferentes concentraciones
para la cepa control vy "Curpda®

rmlcentracxﬁn del Anth, Lincomicina Amihacing Lstientonucing
(ontrol ~TTurada Control Curada — Control Cn,nr:xﬂ;’#
10 200,240 250, 275 200, 220 210 190 255 308 285 2o
20 244, 216 220, 220 200, 190 190, 170 257 272 217 205
30 255, 200 210, 215 185, 176 100, 135 222 100 256 200
40 154, 160 170, 183 170, 140 72§85 214 1 199 187
50 100, 110 100, 75 100, 100 35 38 192 158 120 126
60 90, W 20 34 91, % 20 16 174 132 55 715
70 76 59 2 0 82, 84 0 0 143 63 18 3§
80 22 1y 0 o0 22 42 0 0 132 52 § 12
90 0 6 0 0 10 12 0 0 35 32 00
(100 0 0 0 0 0 90 0 0 1 3 00

‘Tabla ¢ 6.- Natos ajustados de la Cepa Control y la Cepa Curada para los tres Antibilticos




Regresi6n Lineal para Cepa control y cepa "CURADA"

e " e

Estreptomicina Lincomicina Anikacina

Control Curada Control Curada Control  Curnda
] -2.88 -4,101 -3.09 -4,25 -2.52 -3.628
b 309 .46 339,00 283 .5 314,33 1254.,2 234,21
c -0,9% -0.97 <0,98 -0,47 -0.98 <0197
rz 091 0.9 0,96 0.94 0T 0
Cuadro # 3.- Anlisis de Rogresi6n Lineal pura las dos Cemas.

—— — A pe— v .

An@lisis de Covarianza para la Cepa Control y"Curada"

)

X XY Y ® o a s o |

‘Eontrol 22000 65420 109247.5 -2,88 20 16424.9 821.15
Curada 12000 -49220 210346,9 -4,10 16 8462.9 528,93
F.m - 36 24887.8 691.33
Global 34000 ~112640 409594 .4 -3 37 36424,7 984, 45
Total 34950 -112387 409650.1 «3,21 ~ 38 "48074.8

Cuadro? 4. Andlisis de Covarjunza, pava comparar las curvas ds represién de lz cepa control y la

curada. Fcp = 16.68, g1 (1,36). p¢0.01. Pura Bstreptomicina.

Hurley y cols..1981).
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Andlisis de Covarianza para la Cepa Control y 'CURADA"

x‘ XY B CR gl Sc . Cm
frontro1 16500 50960 162958.8 -3.08 18 5569.61 . 309,42
Curada  B40O 35750  160388.9  -4.25 14 8621.43  615.81
Sumy ' 32 14191,04 443,47
Global 24900  -86665  323347.7  -3.48 33 21708.29 657,82

[rotal  25788.8 -87506.1 324143.6 -3,39 34 27270.43

Citadro # 5.-Aunflisis do Covarianza pura comparar las curvas de vegresién ™
de la copa control y la capa curads. Fcne16.95, gl (1.32),p€0.04
Para_Lincomicina, .

| X X Fl R 2 5 [
m——
trol 16500 « 41625 108208.9 -2.52 18 320042 177,80
\rada 5600 -20320  78302.9 -3.62 12 4570.35 380,86
Suna 300 777078 259,02
Flobsl 22100 -61945  186511.8 ~2.80 31 12883.68 415,60

fotal ~ 23952.9 -59798  186999.0 “2.49 2 3971346

L e T ]

cepa curada. Fepe 19.73, g1{1.30) , p¢0.01, Para Amikacina,

Cuadro ¢ 6.- Anfllisis de Covarianza , para comparar las curvis de Reuresifn de la Cepa Control j

o

fthivnlavy v ronlae 10811Y
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UFCImI

Curvas de Regresion lineal Antibiotico Estreptomicing.

===== CONTROL
w——— CURADA

s mascone vo e s

“ )9

Figura# 8.- crecimiento de bacterias para la cepa control y la cepa''curada'
con diferentes concentraciones del antibi6tico.
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Curvas de Regresion lineal Antibiotico Lincomicina.

----- CONTROL
———— CURADA

UFC /mli

Figura ¥ 9,- Crecimiento de hacterias para la cepa control y 1la cepa'curada”
con diferontes concentraciones del antibiftico.
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UFC/ml

Curvas de Regresion lineal Antibiotico Amikacino

=== CONTROL
CURADA

[ .

o

»o/mi

Figura ¥ 10,- Crecimiento de bacterias para la cepa control y la cepa '"Curada"
con diferentes concentraciones del antibiftico.
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nos aislados con mayor frecuencia a partir de pulmones neum§
nicos de cerdos de engorda,Sus mecanismos de patogenicidad -
no han sido bien aclarados, sin embargo se han propuesto di-
versas teorias, una de las m&s consistentes es que 1a Exoto-
xina producida por P. multocida  tipo "D" , es capaz junto -
con B. bronchiseptica de producir severas lesiones a nivel -
de cornetes nasales y quizi temer un papel en la patogenia -
de los cuadros respiratorios del cerdo. En ratbm estas cepas
mostraron tener mediana patogenicidad en ellos,pero no exis-
te correlacién con la dermonecrotoxina ( Pujols y cols.,1984),

En este trabajo la cepa control de la cepa de P. multoci
da tipo "D" mostr§ tener despu€s de aplicar la técnica de-
extraccidn de plésmidos; dos bandas en geles de agarosa, que
se encuentran en un rango de 6557 y 4371 pares de bases (L&-
mina ¥ 1 ) siendo Esta cepa productora de la reaccién dermo-
necrotoxica en la piel de cuyes(Cuadro”2°),

La cepa "CURADA" resultd ser la cepa que se traté con 400
ug de NA ( Limina # 1),no se obtuvieron bandas en los mismos
geles de agafosa ( L&mina # 1 ), ni la reaccifn dermonecroto
xica en la piel de éuyes ( Cuadro # 2°), lo cual nos hace -
pensar que la produccién de la toxina estd fntimamente rela
cionada con la presenéia de un pldsmido. Un dato mas a fa--
vor de que la cepa tratada con NA,a pérdido el plismido,es-
€l hecho de que €sta cepa perdié con dicho tratamiento la --
resistencia a 6 antibi6ticos ( Tabla # 5), cuya resistencia-
se localiza en el material genético extracromosomal. Sobre -
esto los resultados que se observaron después de 1la "CURA"-
fuéron estudiados por estadistica. La pruéba t, permitié -
observar que la cepa "CURADA", fué medianamente sensible a -
los antibifticos cloranfenicol y colimixina,con respecto al




al control que presentaba baja sensibilidad para estos anti-
bi6ticos. Teniendo una razdn estadistica suficiente (p 0,01)
(Figura ¥ 7, # 77),

El otro estudie estadistico fué el Andlisis de Covarianza
(Cuadro # 4, # 5,4 6 ), los resultados sugirieron que en la-
comparacifn de rectas,existif diferencia - significativa de--
la cepa control y la cepa "CURADA" , como ya se observd -
(Figuras #8.#9,#10), el antibi6tico a que resultaron ser -
mis sensible; las bacterias de la cepa "CURADA" fué la Amika
cina, sin embargo los otros dos antibidticos (Lincomicina y-
Estreptomicina), la concentracifn disminuyo considerablemen-
mente en la cepaCURADA",,con respecto a la control,

El hecho de relacionar la produccién de una Exotoxina -
con la presencia de un Plésmido ha sido ampliamente demos--
trado por otros autores ( Hirsch,1978; Ishiguro,1981;Jamies-
son y cols.,1979:Jamiesson,1981;Rotimi,1981), en otras bacte
rias como E. coli, S. tiphimurium, sin embargo nuestro ha---
llazgo es el primero en la literatura , en correlacifn con -
la producci6n de la dermonecrotoxina de P. multocida, con -
la presencia de un pl4smido con ésta bacteria.Esto ademis su
giere que 1la técnica utilizada para"CURAR" los plismidos es-
adecuado y aplicable a bacterias con requerimientos altos pa
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" plis
midos "R" y ciertas toxinas codificadas en los mismos.

Por otro lado intentamos purificar &sta t6xina con el fin
de corroborar los hallazgos ya mencionados por medio de Eled
troforesis con geles de poliacrilamida- SDS.La cepa control
excret§ al medio de cultivo proteinas que fueron caracteriza
das con dichos geles y tefiidas con experimentos por separado
con Nitrato de Plata y Azul de Cumasina.En la tincifn con -
Nitrato de Plata se pudier6n distinguir 10 bandas, de las --
cuales, la mds abundante es una co PM aproximado de 22 000 ¢
(L4mina # 2). Ahora bien con la técnica de Azul -deCumasina -



se observa solo ésta banda,la cudl no aparece cuando analiza-
mos la cepa sin pldsmido (Limina #3), Aunque este hecho no de
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 P. 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 control(Cuadro#2%), nos de---
muestran que &ésta Exot6xina es sensible a dichos tratamientos
lo cuil sugiere que sea una proteina. Hasta el momento todas-
las Exotoxinas bacterianas encontradas han resultado ser pro-
tefnas, son excretadas por los microorganismos que las produ-
cen al medio circundante en que crecen; su concentracién en -
la mayorfa de los casos-parece ser paralela al crecimiento -
bacteriano; son polip&tidos de 10 000 a 900 000 d ,producidas
por algunas bacterias gram negativas; producén efectos toxi--
cos altamente especificos en ciertos tejidos;no producen fie
bre en el huésped; son poco estables; pierden ripidamente su
toxicldad pof calor a 60°C y se alterin répido a la temperatu
ra ordinaria o por exposicién 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 sustancia
les en la fisiologfa de la bacteria va que ambas cepas tienen
curvas de crecimiento similares (Figura # 2,#3), las pruebas-
bioquimicas utilizadas en el presente estudio dieron resulta-
dos identicos. Es mis, la cepa”CURADA" reune los requisitos -
para pertenecer al grupo de P. multocida tipo "D"(Cuadro #2).
Incluyendo entre &stas la prueba de acriflavina carecteristi
ca de este tipo bacteriano ( Pujols y cols.,1984).
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En base a lo mencionadq anterjormente podemos suponer -

que la informacidn genética para la produccifn de la dermQ-’

necrotoxina de P, multocida tipo "D", se encuentra locali-
zada en un plismido tipo "R" y la cepa que no contiene di--
cho plasmido nmantiene sus caracteristicas Bioquimicas-Mor
fol6gicas, similares al grupo que pertenecen.

Estos hallazgos abren 1a posibilidad de generar nuevas-
lineas de trabajos de investigacién para poder esclarecer -
el papel preponderante de &sta toxina en la aparicién de -
rinitis atré8fica y/o neumonfa enzootica en cerdos.

Se desconoce hasta el momento si la vacunacifén con un -
toxoide fabricado a partir de €sta téxina pudiera conferir-
proteccibn en contra de dichas enfermedades, sin embargo -
serfa sumamente atractivo el poder evaluar en un futuro és-
ta posibilidad. Otro hecho importante es la posibilidad de-
que dicho pl&smido pudiera pasar por conjugaci6én a otras -
bacterias como B. bronchiseptica y hacer que dicha bacte -
ria produjera también &sta toxina, ya que alpunos datos de-
la 1liberatura sugieren que algunas cepas de B. bronchisep-
- tica pueden tener una actividad exotoxica parecida a la de
P, multocida tipe "D" ( Elias B. Comunicaci6én Personal).
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Y1, - CONCLUSIONES

La Exotoxina se aisl6é de sobrenadantes de cultivo de -
crecimiento de 18 horas,después de un tratamiento rela
tivamente largo. .

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

La actividad de la dermonecrotoxina se perdif con el -
tratamiento con Tripsina,Pepsina y Temperatura.
Nuestros resultados sugieren que la cepa control contie
ne un plidsmido mostrade en geles de agarosa, siendo el-
responsable de la produccién de la dermonecrotoxina y -
de la resistencia a antibibticos.

La "CURACION" del pldsmido permite la desaparicifn de-
1la actividad dermonecrotoxina. :

La curva de crecimiento no mostr6 tener ninguna diferen
cia con la cepa control y la cepa '"CURADA".

Se encontarfn diferencias significativas en las rectas-
de la cepa: "CURADA" con respecto a la cepa control, -
con varios antibifticos,
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