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RESUMEN

En éste trabajo, fué posible concentrar, purificar y
caracterizar, de un sobrenadante de cultivo masivo de Hae
mophilus pleuropneumoniae serotipo 5 (cepa 8022), una EX0
TOXINA; para ello fué necesario efectuar un crecimiento -
masivo de la bacteria hasta finalizar su fase Togaritmica
de crecimiento. Una vez realizado esto, se separd el mi-
croorganismo del medio de cultivo por centrifugacién a
4°C, esterilizando por filtracion el schrenadante obteni-
do. Para concentrar los solutos protdicos de interés (pe
so molecular mayor 10 000 d) presentes en el sobrenadante
de cultivo, se efectud un proceso de microfiltracién; ya
concentradas al maximo estas proteinas, fueron 1iofi1iza-
das. Las proteinas presentes en el liofilizado crudo,
fueron ensayadas por electroforesis er geles SDS - polia-
crilamida al 5% y 10% para determinar su peso mglecular,
detectandose al final del experimento, solawente una pro-
teina monomérica de Peso Molecular aproximado a 14 000 d.
La exotoxina fué separada de los solutos proteicos resi -
duales de Peso Molecular menor de 10 000 d, que no pudie-
ron ser excluidos en el proceso de microfiltracién, utili
zando el método de cromatografia de exclusidn molecular.
Por 1a técnica de electroenfoque analitico en gel de po -
1iacrilamida, pudo determinarse el punto isoeléctrico de
Ta exotoxina, resultando ser a un pH de 4.2

La toxicidad de Ta exotoxina aislada, fué probada en
conejos raza California, los cuales fueron inoculados in-
tranasaimente con Ta toxina cruda (Yiofilizado cruda) y -
purificada, de acuerdo a un calendario de inoculacion. -
Observandose al final del experimento,que dicha exotoxina
no fué capaz de desarrollar la Neumonia fibrinonecrética
caracteristica en cerdos infectados experimentaimente con
el sobrenadante de cultivo de H. pleuropneumoniae libre -
de bacterias; pero si resultd ser toxica por Si misma pa-
ra los pulmones de 1os conejos inoculados con Ta exotoxi-
na cruda y purificada.

Con Tos resultados de éste trabajo, se puede presu -
mir que unc de los mecanismos que contribuyen a la patoge
nia de H. pleuropneumoniae, es su capacidad de producir. -
una exctoxina.




INTRODUCCTI ON

Las cuantiosas pérdidas econfmicas ocasionadas por las in
fecciones respiratorias de Haemophilus pleuropneumoniae, han -
motivado a muchas comunidades cientificas mexicanas y de otros
paises del mundo, a realizar investigaciones sobre la pleuro -
pneumonia fibrinonecrética en cerdos, con el objeto de conocer
entre otras cosas la patoyenia y posibles formas de control de
esta enfermedad. Desafortunadamente se conoce relativamente -
poco de la enfermedad, por 1o que aln no ha sido posible elabo
rar toxoides, vacunas vivas atenuadas, o bacterinas, capaces
de prevenirla totaimente.

El nombre del género Haemophilus proviene de su necesidad
de sangre (en griego haeima, sangre; phyllus, amante). Fué -
aislado por primera vez en 1892 por Pfeiffer. Actualmente se
te reconoce como patégeno primario y estd implicado en varias
condiciones patoldgicas en el hombre y varias especies anima -
les (12, 14).

E1 género Haemophilus estd constituido por bacilos Gram -
negativos con un requerimiento para NAD {factor V) y/fo hemina
(factor X) (12, 13, 20, 32).

Algunas especies del género Haemophilus son pardsitos de
las mucosas del hombre y aparecen como un constituyente de la
flora microbiana normal del tracto respiratorio alto y menos -
extensivamente en las mucosas de Grganos genitales; esto mizmo
parece ser verdad para los cerdos, aves, gatos, ratas, ratones
cobayos, venados, borregos, perros y changos (Zl}.

El género Haemophilus contiene algunos de 1o0s mds impor -
tantes microorganismos patbfgenos primarios en cerdos {31): Hae
mophilus pleuropneumgniae, Haemophilus suis y Haemophilus par:
suis.

Las infecciones respiratorias por H. pleuropneumoniac.
fueron descritas por primera vez en Argentina (Shope 1963)(14)
En México el primer aislamiento reportade correspondid a un -
brote en Tlaxcala en 1978 (42).

Etiologia,

Haemophilus parahaemolyticus (Pittman 1953), actuaimente




11amado Haemophilus pleuropneumoniae (Shope 1964), es un bacilo
pleomérfico capsulado, principalmente cocobacilo Gram negativo
(longitud de 3 a 8 pm y didmetro de 0,3 a 0,6 um), inmévil, no
esporulado, anaerobio facultativo., Al igual que otros microor-
ganismos Gram negativos posee una pared celular compuesta entre
otras cosas, por complejos de lipopolisacdridos (LPS) o endoto-
vina (47). Para su aislamiento requiere del factor V (NAD), pe
re no del factor X (hemina).

Sus caracteristicas bioqufmicas son:

Catalasa * Reduccién de nitratos +

Oxidasa * Estearasas +

Sulfhidrico -~ Lactosa -

Indol - Manitol /=
Ureasa + Xilosa +/-
Fosfatasa alcalina + Desoxirribosa +/—
Ornitin descarboxilasa - Acido de glucosa

Hem61lisis + Gas de glucosa +

Alfa - glucosidasa —  Acido de sacarosa

* dudoso (22, 29, 42)

La actividad hemolitica beta de H. pleuropneumoniae, utili
zando cepa nodriza de Staphylococcus aureus, se ha demostrado
en agar sangre de ternera, carnero, humano, conejo, aves de CO-
rral y caballo; siendo el agar sangre de ternera el mids sensi -
ble para la deteccién de dicha actividad (21). Sin embargo, se
ha observado que dicha actividad hemolitica se pierde después -

de varios pases sucesivos (14).

E1 crecimiento de H. pleuropneumoniae en agar sangre con -
cepa nodriza y en otros medios de cultivo enriquecidos con NAD
(BHI mds 10% de extracto de levadura fresca), se caracteriza -
por la formacion de colonias redondas, pequefias (0.5 a 1 mm de
didmetro), convexas y con fuerte iridiscencia (14).

Se han reconocido 7 serotipos de H. pleuropneumoniae basa-

dos en sus diferencias antigénicas capsulares, entre los que -
predominan:




SEROTIPO LUGAR DE AISLAMIENTO

1 Argentina, Australia, Canada, E.E.U.U.,

Holanda y Suiza.

2 'D1namarca, Canada, Ing]aterra, Suecia vy
Suiza. 7
E.E.U.U., Tnalaterra, Suecia vy Suiza.

4 E.E.U.U,, Francia, Suecia y Suiza.

Bélgica, Canada, E.E.U.U., Finlandia, -
Holanda y Taiwan.

6 Dinamarca y Canada.
7 Dinamarca y Canada.
(14, 15, 45, 46)
Epizootiologia

Actualmente las infecciones respiratorias por H. pleuro -
_pneumoniae solo han sido reportadas en cerdos, en los que la -
edad més afectada es de 10 a 12 semanas, aunque cualquier edad
es susceptible {55).

La enfermedad puede ocurrir en forma aguda {(extension fi-
brinohemorrdgica), la cual presenta una mortalidad alta que -
puede variar de 0.4 a 100%, dependiendo de 1a situacidn en par
ticular. En la forma créonica (locaiizada y necrozante), dismi
nuye la calidad en crecimiento de los animales e incrementa su
costo de produccion (19, 45, 48).

Las infecciones por H. pleuropneumoniae estdn ampliamente
distribuidas y han sido reportadas en diferentes lugares del -
mundo: México (Pijoan A.C., Ochoa U.G. 1978), Taiwan {Wang Z.N.
1975), Bélgica (Derijcke 1978), Escocia (Morgan J.H. 1978},
E.E.U.U. (Cole J.R, 1978), Hungria (Szazados I. 1979), Inglat
rra (Perrin G.G. 1979), Yugoslavia (Sanker S. 1980) y otros
mis.

it o> )

La transmisifn de la infeccidn de cerdo a cerdo es debide
a2 la proximidad entre animales de una granja; la transmisidn -
entre granjas ocurre a través de la introduccidn de animales -
crénicamente infectados en una poblacidn sin previa experien -



cia con la enfermedad, facilitando la propagacién de] microorga
nismo, de tal forma que e] brote se presenta subltamente, detec
tandose por la muerte de algunos cerdos en la granja (8, 14).

Entre los factores que predisponen a los problemas respira
torios en cerdos, tenemos: cambios bruscos de temperatura, ma -
las condiciones de higiene, adquisicidén de nuevos animales, hu-
medad relativa y viento. Algunos autores consideran que el fac
tor mds importante es la densidad de poblacidn animal (8),

Patogenia

H. pleuropneumoniae penetra por via aerea (28, 35, 50) y -
las evidencias disponibles sugieren que la enfermedad ocurre -
cuando el invasor escapa a 1os mecanismos de respuesta inmunolg
g1ca del tracto respiratorio alto, permitiendo Ta multiplica --
¢idén del microorganismo a nivel alveolar, Esto seguido de su -
inactivacion, ya sea en forma expontdnea o después de su inte -
raccién con los macrdéfagos alveolares, para los que resulta ci-
totéxico (2, 45).

Se ha sugerido que si la toxicidad de H. p]europneumon1ae
ptra macrifagos alveolares de pulmén de cerdo, demostrada in vi
tro, prevalece también in vivo, esto podrfa contribuir al curso
rapido y fulminante de la enfermedad (2),

(15) Usualmente, el estado de portador dura menos de 4 meses -
15).

En los aislamientos microbianos obtenidos a partir de pul-
mones neumon1cos, se ha encontrado H. pTeurogneumon1ae so1o 0 -
en compafifa de Pasteurella multocida, esto sugiere que H. pleu

ropneumoniae es capaz de producir suficiente dafio en el pu on,
que eventua]mente permite a P. multocida produc1r una neumonfta
alin mds severa, fatal en algunos casos (2,

Stanford en 1982, demostré que Ta endotox1na (LPS) puede -
causar trombosis vascular con vasculitis, exudaci6n de fluido -
edematoso hemorrdgico y ademds, que las enzimas Tisosomales pro
teoliticas, liberadas por los macrdfagos alveolares, pueden con
tribuir a las lesiones observadas (47, 48).

Los sobrenadantes del medio de cultivo de H. pleuropneumo-
niae libres de bacterias, o la bacteria no viable sonicada, pue
den inducir neumonia localizada, la cual es similar microscopi-
camente a la causada en cerdos infectados experimentalmente con




la bacteria viable. Ademds, se ha probado que la bacteria muer
ta por calentamiento pierde su citotoxicidad (2, 45),

Por todo lo anteriormente mencionado, se ha sugerido que -
la patogenia de H. pleuropneumoniae, estd probablemente asocia-

da a la actividad metabdlica de [a bacteria (exotoxinas y/o ep-
dotoxinas).

La toxicidad asociada a los sobrenadantes de cultivo de H.
pleuropneumoniae, a la bacteria no viable sonicada y a la bacte

ria viable, puede ser neutralizada por sueros de cerdes recupe-
rados de la enfermedad (45).

Signos y Lesiones.

Seglin el estado de inmunidad del cerdo, el curso clinico -
de la enfermedad puede ser:

— Hiperagudo: Membranas fibrinosas cubriendo la pleura.
- Agudo: Lesidn pulmonar extensiva y fibrinohemorrdgica.
-~ Crénico: Lesién puimonar localizada y necrozante.

(8. 14, 54y,

Los signos clinicos de la enfermedad pueden ser: Anorexia,
tos, vémito, hemorrdgias por boca y nariz, debilidad general, -
temperatura y notable incremento del sonido vesicular (49, 54).

Las lesiones observadas en estudios postmortem, estdn res-
tringidas al aparato respiratorio, siendo estas: pleuritis fi -
brinosa, dreas de infarto, puimones extremadamente congestiona
dos, lesiones fibrinosas que compiican los ldébulos diafragmati-
cos y en menor grado los 1dbulos anteriores (19, 32, 48).

Los hallazgos histopatol6aicos muestran grandes acimulos -
de células, principalmente linfocitos y macrdfagos, y en menoy
cantidad polimorfonucieares, especialmente en el fluido edemato
so del septo interlobular. Los cambios histopateldgicos son:
bronconeumonia descamativa - proliferativa con pleuresia fibri-
nnsa. FEn los casos fatales, l1os bronquios y tr&quea se hallan
obstruidos con fluido sangu1no]1ento y exudado mucosc. En la -
mayor1a de 1os casos cronicos, se observa formacidn de ndédulos;
dreas de necrosis y adhesiones pleurales (14, 15,



Diagndéstico y Tratamiento.

E1 diagnostico constituye un factor escencial en los estu-
dios epizootioldgicos y en el control de la pleuropneumonia fi-
brinonecrdtica en cerdos (33, 46). Este puede realizarse por
observacidn directa de las lesiones patognomdnicas en ex&menes
postmortem. £En los rebafios de engorda crénicamente infectados,
las adhesiones pleurales y la necrosis, pueden ser sugestivas,
aunque hace falta el diagndstico bacteriolégico. El agente in-
feccioso en algunas ocasiones puede ser aislado de Tas adhesio-
nes pleurales y/o de las tonsilas, hasta 4 meses después de la
infeccidn (15, 17, 48).

La deteccidn de anticuerpos contra H. pleuropneumoniae, -
puede efectuarse por la prueba de fijaci6n de compiemento. Es-
ta prueba ha sido el método de eleccidn, sin embargo, su ejecu-
cidn presenta dificultades técnicas, debidas principalmente a -
la actividad anticomplementaria del suero de cerdo, 1o que impi
de una interpretacifn correcta de los resultados (15, 33).

La técnica indirecta de anticuerpos fluorescentes ha resul
tado ser serotipo - especifica y por lo tanto, puede ser Gtil -
para la mera deteccidn de Tas infecciones por H. pleuropneumo -
niae, remplazando a las pruebas de aglutinacidn o inmunodifu -
sifn, ya que entre otras cosas, 10s resultados pueden obtenerse
desplués de 3 6 4 horas. Sin embargo, mo se han'realizado estu-
dios sobre posibles reacciones cruzadas con otras bacterias co-
munmente asociadas con neumonia en cerdos (P. multocida, Borde-
tella bronchiseptica, y otras mids), por 1o que ésta prueba aun
no resulta muy confiable (46),

A partir de 1981, la prueba de ELISA ofrece una interesan-
te alternativa a la prueba de fijacién de complemento, estable-
ciendo un gran campo de aplicacién para la deteccidn de anti --
cuerpos contra H. pleuropneumoniae (33).

En la préctica clinica, las combinaciones a base de sulfas
(sulfametacina, sulfameracina, sulfadiacina), y antibi6ticos de
ampiio espectro, han resultado ser Gtiles en el tratamiento, -
sin embargo, su costo es muy elevado. La penicilina es la dro-
ga de eleccidn en el tratamiento parenteral de la pleuropneumo-
nia. Como segunda opcifn se cuenta con: cloranfenicol, tetraci
¢linas y furazolidonas. La estreptomicina y los macrdélidos son
peco recomendables (14, 34, 54},




Control

Se ha observado, que al provocar la neumonia experimental-
mente por via intranasal, y después desafiar con la misma cepa,
hay proteccidn y transferencia de anticuerpos de madre a hijos
(37). Esto sugirid que la vacunacién contra la infeccidn por -
H. pleuropneumonia podria ayudar en el control de 1a enfermedad
Debido a esto, se han elaborado una gran variedad de bacterinas,
de las cuales, la que mejores resultados ha proveido, es 1a que
emplea un cultivo de H. pleuropneumoniae de 6 horas inactivado
con formalina mds un adyuvante (completo de Freud o Tween 80) -
(45). Se ha obtenido una mejor proteccidn con bacterinas mids -
adyuvantes oleosos y no con adyuvantes de gel (19, 36). E1 mo-
do de accidn de 1os adyuvantes oleosos no esta completamente en
tendido, pero las evidencias obtenidas indican que 1a mayoria -
de ellos actdan incrementando la funcidn de macrofagos y célu -
las T. Esto aunado a los hallazgos histopatolifgicos que mues -
tran infiltracidn 1infocitaria en Yas dreas lesionadas, sugiere
que la inmunidad celular tiene un papel importante en las defen

sas de; huésped contra la infeccién por H, pleuropneumoniae (37,
41, 43).

La inmunidad obtenida por una bacterina con c¢élulas comple
tas, ha resultado ser mds efectiva que la vacuna preparada a -
partir de material capsular, quizd por tener determinantes anti
génicos de los cuales carecen las vacunas capsulares (36).

La respuesta celular de cerdos vacunados ¢ infectados expe
rimentalmente es intensa, ademds, la cantidad de anticuerpos e
inmunidad celular producida por la vacunacibn, es similar a la
obtenida por la infeccibn experimental, por lo que se ha sugeri
do que los titulos de anticuerpos obtenidos por vacunacidén no -

?on To §ufic1entemente fuertes como para prevenir la infeccidn
19, 41).

En conclusidon las bacterinas producidas hasta la fecha sé-
1o reducen las pérdidas por muerte, reduciendo muy poco la mor-
bilidad y el dafio al tejidos; ademds, no aumentan la ganancia de
peso por permitir la sobrevivencia de algin porcentaje de cer -
dos con lesiones, de tal manera que las pérdidas econdmicas en
cerdos minimamente protegidos pueden ser mayores en 1os sobrevi
vientes que en Yos muertos.

Se ha intentado para e] control de 1a pleuropneumonia fi -
brinonecrotica en cerdos, la elaboracidon de vacunas bacterianas
vivas atenuadas, utilizando mutdgenos que puedan conferir depen




dencia a alguna sustancia {(nutriente o antibidtico}, que la bac
teria sea incapaz de sintetizar y que resulte up factor indis -
pensable para su crecimiento; sin embargo, esto adn no ha sido
posible (14).

Por todo 1o anteriormente expuesto, es evidente que el co-
nocimiento de 1a patogenia de la enfermedad ccasionada por H, -
pleuropneumoniae, es importante para lograr su control, median-
te el uso de bacterinas o cualquier otro tipo de vacunas (vacu-
nas vivas atenuadas), por lo que el propdsito fundamental de &s
te trabajo, es tratar de aportar elementos al conocimiento de -
la toxigenicidad de la bacteria, considerando 1a posibilidad de
la utilizacidon de toxoides en el control de ésta enfermedad.




TOXINAS BACTERIANAS,

Las bacterias dan lugar a procesos patoldgicos a través de
3 mecanismos:

1. La invasividad, que es la capacidad para entrar en los
tejidos del huésped, muitiplicarse ahi y diseminarse.

2. La toxigenicidad, que es la capacidad de producir toxi
nas,

3. Inducecidn de respuestas inmunes a antigenos bacterianos
0 sus toxinas,

(3, 12, 13, 20, 38)

Mientras que el proceso invasor provoca lesiones en las -
células del huésped, s6lo en la vecindad de la zona de invasion
las toxinas solubles pueden causar lesiones citotfxicas situa -
das a distancia de la lesidn original. Algunas especies bacte-
rianas parecen deber su patogenicidad exclusjvamente a su capa-~
cidad invasora (por ejemplo Diplococcus pneumoniae), mientras -
que otras son casi exclusivamente toxigénicas (por ejemplo Clos
tridium tetani). Muchas especies bacterianas son a la vez inva
s0ras y toxigenicas (Streptococcus piogenes)(3, 12, 13, 20, 38)

Las toxinas bacterianas suelen clasificarse en:

~ Exotoxinas: Son protefnas excretadas por Jos microorga -
nismos que tas producen al medio circundante
en que crecen. Su concentracibén en la mayo-
ria de los casos, parece ser paralela al cre
cimiento bacteriano.

— Endotoxinas: Son complejos lipopolisacdridos de la pared
celular de las bacterias y se liberan aj me-
dio s6lo cuando el microorganismo se autoli-
za, 0 es artificialmente fragmentado por mé-
todos mecdnicos o quimices.

(3, 12, 13, 20, 38)

_Los criterios para la diferenciacién de exotoxinas y endo-
toxinas, se muestran en la tabla No. 1
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Tabla No, 1

Criterios para la diferenciacién de exotoxinas y endotoxi

nas (3, 12, 13, 20,

38, 47).

EXOTOXTINA

ENDOTOXINA

Se encuentran en el 1iquido en que
son cultivadas las bacterias. Aunque
se forman en las células, son excreta
das répidamente.

Son polipéptidos de 10 000 a 900 -
000 Daltons de peso molecular.

Son producidas por ciertas bacte -
rias Gram positivas y ocacionaimente
por Gram negativas.

Muy toxicas.

Producen efectos toxicos altamente
especificos en ciertos tejidos. Tales
efectos son caracteristicos de la to-
xina y sirven para identificarla.

No producen fiebre en el huésped,

Son poco estables, pierden rdpida-
mente Su toxicidad por el calor a 60°C
y se alteran pronto a la temperatura
ordinaria o por exposicion a la luz -
ultravioleta.

Son fuertemente antigénicas inyec-
tadas en animales, estimulan la pro -
duccion de grandes cantidades de anti
toxina neutralizante.

Pueden ser convertidas a toxoides
atéxicos antigénicos, por tratamiento
con aldehido formico, enzimas proteo-
1iticas, calor, y otros.

Estdn Tntimamente ligadas a la cé-
lula bacteriana, de la que sélo pue —
den salir por destruccion mecdrica de
la bacteria, o por autolisis de las -
células viejas.

Son macromoléculas compliejas que -
contienen lipopolisacdridos y fosfoli
pidos,

Son producidas principalmente, si-
no de manera exclusiva, por bacterias
Gram negativas; entre ellas H. pleuro

pneumoniae (47},

Poco téxicas (menos potentes que -
Tas exotoxinas).

Producen efectos téxicos no especi
ficos, ‘

Producen fiebre con frecuencia.

Son relativamente estables. Con -
servan su toxicidad después del calen
tamiento a 60°C. No se alteran cuan-
do se guardan a la temperatura ordina
ria, ni por exposicién a la luz ultra
vioteta.

Son débilmente antigénicas. No es
timulan la formaci6n de antitoxina, -
estimulan ia formaci6n de anticuerpos
al residuo de polisacarido.

No son convertidas a toxoides,
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Obtencidn y Purificacion de exotoxinas bacterianas,

La separacifn de exotoxinas bacterianas es un proceso com-
plicado, por el hecho de que se encuentran generalmente en muy
bajas concentraciones en el sobrenadante de cultive. Puede ser
requerida la concentracidn de grandes voldmenes de sobrenadante
de cultivo, para obtener cantidades relativamente pequefias; ade

mds, algunas bacterias pueden fabricar mds de¢ un producto extra
celular.

Es ventajoso saber ¢ determinar, las condiciones dptimas -
de crecimiento bacteriano, ya que muchos antigenos extracelula-
res aparecen en e¢) sobrenadante de cultivo durante la fase loga
ritmica de crecimiento y algunos son producidos en paralelo con
el crecimiento celular, es por tanto comin continuar el creci -
miento bacteriano hasta la terminacidn de la fase logaritmica
del crecimiento, ya que las células pueden lisarse liberando --
proteinas, dcidos nucltéicos 4 otras sustancias macromnleculares
Tas cuales pueden complicar el procedimiento de puvificacidn, -
pudiendo preguntarse cudl toxina obtenida bajo tales circunstan
cias puede ser considerada extracelular.

El pK 6ptimo de cracimiento de la bactevia, la temperatura
y el medio ambiente gaseoso deben ser considerodos, va que algu
nas enzimas .o suc precursores no se liberan hasta que ot pH del
medio de cultivo a descendido a cierto nivel. E1 didxido de -
carbono es requerido para la produccidn maxima de 2lqunos pro -
ductos de estafilococos, y la aereacifn por agitacicn vigorosa
es requerida para otros.

La separacidn del sobrenadaniec de cultivo de woldmenes re-
Tativamente pequefios {4 a 12 litrns), generalmente :a efert&a ~
por centrifugacidén. De tas bactavias gue sedimentan r1.m~nnr
tras la centrifugacion, el sobrenadante de cultivo puede <
parade por simplie decantacidn; sin embargo, si 1a bacteriaz no -
es sedimentada firmemente tras & centrifugacidn, desouds de la
decantacidn, es necesaria Ta filtracidn. No 285 posibtle cantri-
fugar grandes volimenes de sobrenadante de cultive bajo condi -
ciones estériles, por 1o tanto, Ta centrifugacitn debe realizar
se con 1a mayor asepsia posible, E1 envriamivonto det sobrena -
dante antes y durante 1a centrifugacidn, inhibe ¢l cracimicnto
de bacterias extrafias contaminantes; ademds, povmite conservar
Ta estabilidad del producto o las productes bacteyianos de inte
rés.

{3, 12, 25, 60)
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En algunas ocasiones puede ser aceptable y deseable, este-
rilizar el sobrenadante de cultivo bacteriano tras la centrifu-
gacidn,

La filtracibén puede ser satisfactoria con volidmenes de so-
brenadante de cultivo que no sean demasiado pequefios, ya que -
cantidades significativas de exotoxina pueden adsorberse al fil
tro durante las etapas de filtracidn.

La filtracion es preferiblemente ejecutada en frfo, parti-
cularmente cuando ésta es 1levada a cabo por largos periodos de
tiempo.

La concentracién preliminar de los productos extracelula -
res,presente en el sobrenadante de cultivo bacteriano,es necesa
ria, ya que generalmente las cantidades de dichos productes son
muy pequefias. La concentracidn preliminar puede realizarse por
el método de ultrafiltracion, el cual tiene Ta ventaja de que -
la concentracidn puede ser ejecutada simultdneamente con la did
Tisis. La concentracidon por éste método puede requerir varios
dias y deberd ser ejecutada en un cuarto frfo a 4°C.

La purificacidn final de las exotoxinas generalmente es -
realizada por una combinacién de unc 6 mds de los métodos moder
nos de separacidén de proteinas, tales como: cromatografia de ex
clusidn molecular, electroforesis, ultracentrifugacién, y otros
més,

Una vez purificado el producto extracelular bacteriano de-
seado, puede obtenerse en forma cristalina al someterlo a varia
ciones de pH, temperatura, por adicién de alcohol, etc. Es im-

portante sefialar que 1as preparaciones cristafinas no son nece-
sariamente homogéneas,

Como muchos productos extracelulares son altamente ldbiles
a la temperatura ordinaria, es conveniente almacenarlos en re -
frigeracidn, ya sea en forma cristalina ¢ después de un proceso
de liofilizacidn de las soluciones concentradas y purificadas.

(4, 6, 25, 60)
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0CBJETIVOS

Los objetivos de éste trabajo son:

3

in
vitro ", bajo ciertas condiciones, -
productos extracelulares de origen -

protéico (exotoxinas).

— Aislar y purificar de un scbrenadante
de cultivo masivo la(s) exotoxina{s)
excretada por la bacteria.

~ Determinar el peso molecular de la(s)
exotoxina{s), y el pH al que ésta{s)
proteina{s), muestra un minimo de so-
lubilidad (punto isoeléctrico, pl).

—~ Demostrar si la exotoxina es capaz de
reproducir " in vivo " el cuadro tipi
co de pleuropneumonia fibrinonecréfti-
ta.
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MATERIAL Y METODOS.

I. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE Haemophilus pleuropneumoniae

Para este propdsite, l1a cepa de H. pleuropneumoniae sero-
tipo 5 (cepa 8022), aislada de campo por el Dr, Gilberto Ochoa
U. {Unidad de Investigacibn y Estudios de Posgrado de la F.E.S
“Cuautitldn”), conservada a -70°C, se descongeld totalmente, y
se tomaron infculos para sembrarlos en los siguientes medios -
de cultivo, durante 24 horas a 37°C:

a) Agar nutritivo.

b) Agar nutritivo con cepa nodriza de Staphylococcus au -
reus.

¢) Agar sangre.
d) Agar sangre con cepa nodriza de §. aureus.

e) Agar BHI mis 5% de extracto de tevadura fresca.

De los crecimientos obtenidos en los medios de cultivo b,
d y e, se seleccionaron las colonias”"tipicas" (ver pdgina 3) -
de H. pleuropneumoniae, y se efectuaron las tinciones de Gram
correspondientes; una -vez elegidas las colonias formadas por -
cocobacilos Gram negativos, se tomaron inbculos y se sembraron
en agar BHI mds 5% de extracto de levadura fresca, para poste-
riormente ‘incubarse a 37°C durante 24 horas. Para mantener la
actividad metabG6lica normal de crecimiento y reproduccifn de -
la bacteria por tiempo indefinido, se hicieron pases sucesivos
de la misma, en las condiciones mencionadas anteriormente.

Se comprobd la pureza del microorganismo realizando las -
siguientes pruebas bioquimicas:

Motilidad Glucosa - Indol

— Catalasa — Gas de glucosa — X1losa
— Oxidasa — Lactosa -~ Urea
— Sulfhidrico — Manitol
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Una vez obtenida Ya cepa pura, se tomd una azada del cyre-
cimiento bacteriano en agar BHl mds 5% de extracto de levadura
fresca, y se inoculd en una botella de dilusidn de leche, con-
teniendo &sta 50 mls. de caldo BHI estéril mds 5% de extracto
de levadura fresca. Incubandose posteriormente a 37°C durante
18 horas. Transcurrido este tiempo, se centrifugd el creci -
miento bacteriano a 3000 r.p.m. durante 15 min., y se separd
el sobrenadante de cultivo.

Se determind la concentracidn de protefnas del sobrenadan
te de cultivo obtenido y del medio de cultivo estéril, utili -
zando para ello el método de Lowry, et al (27).

IT. CURVA DE CRECIMIENTO PARA H. pleuropneumoniae

En un volumen de 50 m's. de medio de cultivo BHI mds 6% -
de extracto de levadura fresca, se crecieron indculos de la -
bacteria durante 18 horas a 37°C; Transcurrido este tiempo, se
hizo una dilusidn 1:10 de éste crecimiento en matraces nefelo-
métricos conteniendo medio de cultivo fresco y estéril, incu -
bandose con agitacidn constante en un agitador NEW BRUNSWICK
SCIENTIFIC EDISON N,J, U.S.A., a 100 r.p.m. y 37°C.

Se leyeron las absorbencias en un espectrofotémetro BAUS-
CH & LOMB, SPECTRONIC 88, a una Tongitud de onda de 5080 nm., a
los tiempos 0, 15, 30, 45 min. y a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 vy
10 hrs., de iniciado el crecimiento; se utilizé como blanco de
lectura un matrdz nefelométrico conteniendo medio de cultivo -
fresco y estéril,

Se tomo 1 ml. del crecimiento bacteriano a Yas 3 y 6 hrs,
para cuenta viable (14)

II1I. CRECIMIENTO MASIVO DE LA BACTERIA

Con un crecimiento de 18 hrs. de H. pleuropheumoniae, se
inocularon 5 litros de caldo BHI mds 5% de extracto de levadu-
ra, en una proporcién de 1:10 y se efectud el crecimiento masi
vo del microorganismo con agitacién constante de 100 r.p.m. a
37°C, durante 6 hrs. Transcurrido este tiempo, se centrifugé
dicho crecimiento en una centrifuga DAMON/ICE DIVISION DPR =
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6000, bajo las siguientes condiciones: 60 min., a 4°C, 3000 r.
p.m. con rotor 949,

Efectuada la centrifugacidn, se separaron los sobrenadan-
tes de cultivo por decantacidn y se esterilizaron utilizando -
un filtro Millipore (GSWP 142 50) con membranas de filtracidn
de 0.22 um de didmetro de poro, para eliminar totalmente las
bacterias que hubieran quedado en el sobrenadante de cultivo.
Todo esto se efectud a una temperatura de 4°C.

Se cuantificé la concentracion de proteina del sobrenadan
te de cultivo estéril por el método de Lowry, et al (27).

5 CEl sobrenadante de cultivo masivo estéril se almacend a
"7.01

IN. MICROFILTRACION.

Para separar del sobrepadante de cultivo estéril los solu
tos de bajo peso molecular (menor de 10 000 d}, y concentrar -
los de peso molecular mayor de 10 000 d, fué necesario pasar -
dicho sobrenadante por un sistema de ultrafiltracidn (MICROFIL
TRATION SYSTEMS MODEL No. UHP-76) (4, 5, 6, 7, 44, 52), utili-
zando membranas tipo F (MWCO 10K, DIA: 76 MM), aplicdndose una
presion positiva de 4 Kg/cm¢, generada por una compresora de -
aire (MODELO B 131 C, SERIE CY 1049). Este proceso se realizd
en un cuarto frio a una temperatura de 4°C, hasta reducir el -
volumen original (aproximadamente 5 litros), a un volumen fi -
nal de 300 mls.

. Finalizada 1a microfiltracidén, se determind la concentra-
¢cion de proteina del concentrade final y del filtrado excluido
utilizando el método de Lowry, et al (27).

Con el objeto de concentrar adn mds y conservar por tiem-
po indefinido los solutos de peso molecular mayores de 10 000d
presentes en los 300 mls, del concentrado final de ultrafiltra
cién, se liofilizaron de la siguiente forma: el volumen final
del concentrado de microfiltracidn se distribuyd en 12 matra -
ces erlenmeyer de 125 mls., de capacidad, conteniendo cada uno
25 mis. de tal concentrado. Estos matraces, se incorporaron -
en una mezcla de reaccifn etanol - hielo seco, con agitacibn
constante hasta que su contenido fué congelado totaimente, in-
medtatamente después se colocaron en el interior de una cémara
de Tiofilizaci6n (LABCONCO FREEZE DRY-5), y se aplicé el vacio
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hasta que la liofilizacion fué de un 100% (72 horas continuas)

Se determind 1a concentracidn de proteina del liofilizado
de un matraz por el método de Lowry, et al(27), resuspendiendo
se en 5 mls., de agua destilada.

Los tiofilizados se almacenaron en refrigeracidn a 4°C,
V. ELECTROFORESIS EN GEL SDS - POLTACRILAMIDA

Para separar las proteinas contenidas en los liofilizados
del concentrado final de microfiltracidn {1iofilizado crudo),
y determinar sus pesos moleculares, se efectud 1a técnica de -
electroforesis (25, 53)(LKB BROMMA 2117 MULTIPHOR), analizdndo
se también por ésta técnica muestras de medio de cultivo fres-
co estéril y muestras del filtrado excludido en el proceso de -
microfiitracion, para descartar el hecho de que éstas pudieran
contener proteinas de peso molecuiar mayor a 10 000 d.

Se utilizaron geles SDS - poliacrilamida al 5% y 10%,

Para ésta técnica de electroforesis se prepararon las si-
guientes soluciones:

Solucidn A:  Solucidn Stock de Buffer fosfatos
(0.2 M, pH = 7.1)

NaH2PQq4 - H20 crieaney 2304 g
NagHPOq ..., 61.32 ¢.
SDS e 6.0 9.

H20 {(destilada) ........ 3 }itros.

Solucién B: Buffer de electrodos,

Solucidn stock de buffer de fosfatos ... 1 parte
HpO (destilada) ... ... viiiivnennnnn 1 parte

Solucidn €: Buffer de fosfatos para la muestra
(0.01 M, pH = 7.1)
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Solucién stock de buffer de fosfatos ,. 5.0 ml

2 - Mercaptoetanol ...l 1,0 ml
SDS o veevenes 1.0 g.
Hp0 (destilada)  ........... ,Hasta 100 mi.

Solucidn D: Solucidén de acrilamida

Acrilamida  ....... 22.2 g.
Bis-acrilamida ....... 0.6 ¢g.
Ho0 {destilada)....... 100.0 ml.

Se filtrd la soluci6n con papel filtro Whatman No., 1 y se
guardo en botella obscura a 4°C.

Solucidn E: Solucidn de persultato de amonio

Persulfato de amonio ... 0.15 g,
Hp0 (destilada) ve. 1000 mt.

Se guardd ésta solucidon en botella obscura a 4?C.

Solucion F: Azu) de bromofenol,

Azul de bromofenol +.0.03 g.

Ho0 (destilada) vieenal2.0 ml.
Solucifn G: Solucién detergente,

Triton X-100 ..... 0.1 ml.

Hp0 (destilada) ... 100.0 ml,
Solucign H: Sotucitn fijadora.

Acido tricloroacético ... 57.0 g.
Acido sulfosalicilico ... 17.0 g.
Metanol ..., 150,0 mt,
HoO (destilada) ........ 350,0 ml,
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Se afiadieron los dcidos a la mezcla de reaccidon ratznol-
Ho0 (destilada).

Solucidn [: Solucidn tefiidora.

Azul Coomassie Brillante R-250 ... 1.25 g.
1

Metanol - - e ve0.227.0 Al
H20 (destilada) v evivenevnens 227.0 =,
Acido acético glacial ......... « 46.0 =,

Se disolvid el colorante en la solucif6n de metanol y :
Se afiadi§ el dcido acdtico y se elimind el material insoludl
por filtracidén con papel filtro Whatman No. 1; esta solucidn
se guardd en botella obscura,

Solucian J: Solucion desteiiidora.

Etanol ..... 1500,0 ml.,
Acido acético, 500.0 ml,
HoO {destilada) 500.0 ml,

Solucidn K: Solucién conservadora,

Etanol ........ 300.0 ml,
Acido acético .. 100.0 ml,
Glicerol ...... 100.0 m7,

Ho0 (destilada). 500.0 ml.

Desarrollo del Método.

1. Preparacion de los geles de SDS - poliacrilamida.

Se lavaron las placas de vidrio con detergente de iabara
torio y se aclaravon con agua destilada, se montd ol zguipe
para la fabricaciGn de los geles de acuerdo a:
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Tipo de gel: 5%(2x104 a 3.5x105 d)  10%(1x104 a 1x105 d)

Ha0 (destilada) 14.9 ml, -

Sotucién A 33.0 ml. 33.0 ml,
Solucién D 14.8 ml, 29.7 ml,
Solucidn E 1,8 a 2.0 ml. 1.8a2.0ml,
TEMED 0.06 ml. 0.06 mi,

Se mezcld el agua destilada, la solucidn A y D en un ma-
traz de vacio. 3Se elimind el aire de ésta mezcla durante 10 -
min, y se afiadi¢ 'a solucién E y el TEMED, mezcldndose con pre
caucién para evitar ia entrada de aire a la mezcla de reaccidn
Se virtié inmediatamente la solucidon en el molde ya preparado,
agregandose 1o0s dltimos mls, de .fsta solucidon con una pipeta -
Pasteur. Se cerrd la banda de pldstico sin atrapar aire. La
polimerizacién se produjo después de 40 min. de iniciada la -
reaccibn,

Acabada ta polimerizacidn, se puso el molde sin las pin-
zas en un refrigerador a 4°C durante 15 min. Se quitd la ban-
da de pldstico, y se desprendieron Tas placas de vidrio tenien
do cuidado de romper el gel., Se elimin6 la acrilamida no poli
merizada con papel filtro Whatman No. 1, y se atmacend el gel
a temperatura ambiente durante 12 hrs, Los geles se utiliza -
ron después de transcurridas 12 hrs. de su preparacién, pero =~
no después de 4 dias,

2. Preparacidn de las muestras de protefina.

Se necesité una reltacidn minima de SDS - proteina de 3:1
por 1o que la concentracidn final de proteina en cada upa de -
las muestras problema y patrones de peso molecular {ver inciso
7), Tué de 0.2 a 2.0 mg/ml.
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Las soluciones muestra (problemas y patrones), se incuba-
ron durante 2 min, a 100°C. Se afladieron 10 mu1 de azul de bro-
mofenol y 10 ul de 2 - mercaptoetanol, a 250 p] de cada una de
las soluciones muestra,

3. Preelectroforesis.

Para detectar el frente del marcador de migracion de las
proteinas problema y patrones de peso molecular durante la elec
troforesis, se colocd un papel bianco bajo l1a placa enfriadora
del aparato. Se 1lend cada cdmara de electrodo con 1.2 litros
de buffer para electrodos.

Se pusieron unos mls. de solucidn detergente en la placa
de enfriamiento para consequir un buen contacto térmico con el
gel.

Se colocé el gel sobre la placa de enfriamiento, cuidando
de no dejar aire entre ambas.

Como contacto entre el gel y la solucion de elecirodos, -
se emplearon de 8 a 10 papeles filtro por cdmara, previamente -
empapados con el buffer para electrodos; se asegurd que los bor
des astuvieran paralelos. Se conectd el enfriador de agua has-
ta obtener una temperatura de 5°C. Se colocd la placa anticon-
densadora y se inicid la preelectroforesis a una corrienic cons
tante de 150 mA durante 30 min,

4., Aplicacion de las muestras,

Se aplicaron 10 p#l de cada upa de las muestras ya prepara
das en sus pozos correspondientes {cercanos al poalo negativo).
Esto se realizd 1o mds rdpido posibile, ya que el azul de bromo-
fenol difunde rdpidamente.

5. Electroforesis.

Una vez aplicadas las muestras en el gel, se ajustd la o
rriente a 20 mA y se mantuvo asi durante los primeros 10 min.
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de la corrida, después de los cuales, se ajustd a las siguien-
tes condiciones eléctricas:

Concentracidon del gel 4 10%
Corriente (mA) 200 190
Voltaje (V) 5 6 .

Velocidad de migracion
del frente de coloran- 1.5 1,2
te {cm/hr.)

Tiempo total de corri- 4 5
da {hrs.)

La corrida electroforética de las mustras problema y pa-_
trones de peso molecular, se realizd manteniendo constante la -
corriente.

_ Terminada la electroforesis, se midieron las distancias
de migracidn del colorante de cada una de las muestras, del cen
tro de Tas bandas formadas al Tugar de aplicacidn.

6. Tincion y conservacion de los geles.

Tras la electroforesis, los geles fueron fijados inmedia

Eamente con la solucidn fijadora durante 1 hr, a temperatura am
iente.

Una vez fijados los geles, se desprendieron de la placa
de vidrio soporte y se dejaron en la solucifn de teiiido durante
2 hrs, a temperatura ambiente.

Después de tefiidos los geles, se pasaron a la solucidn -
destefiidora, el tiempo suficiente para remever los restos de co
Torante en las partes de los geles que no contenfan proteina.

Para evitar que los geles se destruyeran al desacarlos,-
se pusieron en la solucidn conservadora durante 1 hr, a temperg
tura ambiente.
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E1 secado de los geles se hizo a temperatura ambiente.

7. Cédlculo detl peso molecular,

Se determiné la movilidad relativa de cada una de las pro
teinas ensayadas, de acuerdo a la siguiente férmula:

Distancia de la migracidn X Tamafio del gel antes

de cada proteina de secar
MR = -
Tamafio del gel después de ¥ Distancia de migra -
secar cion del frente del
colorante.

Los pesos moleculares de las muestras problema, se deter
minaron por interpolacidn de su movilidad relativa en una gréa-
fica construida con el Log]o del peso molecular de cada patrdn
contra la movilidad relativa de los mismos.

Los patrones de peso molecular {SCHWARZ/MANN ORANGEBURG,
N.Y.., B-D) utiltizados fueron los siguientes:

PATRON PESO MOLECULAR (d)
Citocromo "C" 13 370
Mioglobina 16 900
Quimiotripsindgeno 23 240
Ovoalbdimina 45 000
Albimina bovina 69 000
Gamma-globulina 160 000
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V1. PRUEBA PILOTO DE TOXICIDAD.

Esta prueba se efectud para determinar si Ta(s) proteina -
(s) presente en el liofilizado crudo del concentrado final de
microfiltracién del sobrenadante de cultivo de H, pleuropneumo-
niae, resultaba ser toxica para conejos. Para ésta prueba se
utilizaron 3 conejos raza California, con un peso aproximado de
207 a 400 g. Estos animales se inocularon por via intranasal -
durante 4 dias consecutivos de acuerdo a lo siguiente:

Conejo No. Peso Sustancia Dosis por Via de
aproximade administrada. dia administracidn
1 200 g. Liofilizado 1.0 ml. Intranasal
. , crudo :
2 400 g. Liofitizado 1.0 m1. Intranasal
crudo ‘
3 400 g. BHI més 5% de 1.0 m1, Intranasal
extracto de - -
levadura

Para administrar e] 1iofilizado crudo, se resuspendid el
contenido de un matraz erlemmeyer con 5 ml, de agua destilada y
se esterilizé por filtracién utilizando membranas de 0.22 my -
(Tipo 6.S. 0.22 mu).

Se programé sacrificar a los animales al séptimo dia des -
pués de la primera inoculacién; el conejo No. 1 se sacrificé al
quinto dia debido a su gravedad.

Después de sacrificar a los animales y practicar las disec
ciones, se buscaron lesiones macroscépicas sugestivas de pleure
pneumonia fibrinonecrdtica.

Efectuamos cortes de tejido pulmonar de las lesiones ma -
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croscipicas observadas, para realizar su estudio histopatolégi-
co de acuerdo a lo siquiente: los cortes se fijaron durante 72

hrs. en formalina amortiguada al 10%; los tejidos se incluyeron
y cortaron con parafina (segln rutina); los cortes se tifieron -

con hematoxilina y eosina (segin rutina) y se observaron al mi-
croscdpio compuesto.

VI1. CROMATOGRAFTA DE EXCLUSION MOLECULAR.

Se empacdé una columna con Sephadex G - 50-150, de una longi
tud de 14,5 cm. y un diametra aproximado de 1.2 cm. {1,25). La
columna se lavdé varias veces can una solucidn amortiguadora de
fosfatos con azida de sodio (pH = 7.4), antes de ser usada.

. E1 volumen de exclusidn se determind utilizando azul dex -
trag (?1ue Dextran 2000. Phavrmacia fine Chemical AB Uppsla, -
Sweden) .

E1 1iofilizade crudo de dos matraces erlenmeyer se disol -
vié con 2.8 m}l. de la soluci6n tdmpon antes mencionada, y se -~
eluyd en la columna. Las fracciones de eluato obtenidas tras -
1a elucion, fueron de 55 gotas por minuto. Las absorbencias de
cada una de las fracciones, se midid a una longitud de onda de
280 nm, utilizando un espectrofotdmetro ZEIZZ Germany PM 2 D, y
se trazo una grdfica de absorbencias contra nimero de fraccion
de eluato.

Las fracciones de eluato que formaron parte de un mismo pi
co en la grafica de cromatografia de exclusion molecular, se -
liofilizaron y se analizaron por electroforesis en geles SDS -
poliacrilamida al 5% y 10%, de acuerdo al punto Wo. V (pdg. 18)

VIII. ELECTROENFOQUE ANALITICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Para determinar el punto isoeléctrico de la exotexina puri
ficada por cromatografia de exclusidn molecular, y sin purifi -
car {(liofilizado crudo), se efectué la técnica de electroenfo -
que analitico (25, 59, 61).

Para éste andlisis se utilizaron geles de Eoliacrilamida -
prefabricados, con un rango de pH = 3.5 - 9.5 (LKB BROMMA. AM -
PHOLINE PAGplate 1804 - 101), y se prepararon las siquientes sg
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Tuciones:

SoTucidn A: Solucidn de electrodos.

Estas soluciones se prepararon de acuerdo al rango de pH -
del gei de poliacrilamida utilizado.

~ Anodo:  H3P04 1 M.

— Cdtodo: NaOH 1 M.
Solucidn B: Solucidn fijadora

Acido tricloroacético .... 57.7 g,

Acido sulfosalicilico .... 17.3 g,

Ho0 (destilada)  ........ 500.0 ml,
Sotucién C: Solucién tefiidora _

Azul Coomassie Brillante R-250 ., 0,456 g.

Solucién destefiidora e 400,0 m],
Solucidn D: Solucién destefiidora

Etanol ceee. 500.0 ml,
Acido acético .. 160.0 ml.
Hp0 (destilada}. hasta 2 litros.

Sélucion E: Solucidn conservadora

Glicerol  ....... . 50.0 ml,
Solucion destefiidora. 500.0 ml,

Desarrollo del método.

1. Preparaci6n de las muestras.
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La concentracidn fina)l de proteina en cada una de las mues
tras problema, y en el patrdn de pI (Mioglobina), fué de 50 -
150 ug.

2. Preelectroenfoque.

Se colocd 1a plantilla para electroenfoque analitico {PAG-
plate) sobre la placa de enfriamiento del aparato, la cual con-
tenia una cantidad suficiente de una solucidn aislante (Kerose-
no). E1 gel de poliacrilamida, scportado por una placa de plés
tico, se deposité sobre la plantilla cuidando de no dejar aire
entre ambas. Una vez saturados los papeles filtro para electro
dos, con sus soluciones respectivas, se colocaron sobre el gel
de poliacritamida, cortandose las partes sobresalientes de es -
tos electrodos. Se coiocd Ta placa de electroenfoque y la cu -
bierta del aparato.

Se conecté el enfriador de agua hasta obtener una tempera-
tura de 5°C, una vez logrado ésto, se inicio el preelectroenfo-
que con un poder constante de 25 W, hasta obtener un voltaje de
310 V. y una corriente de 78 mA, todo esto con el fin de esta -
biecer el gradiente de pH en el gel.

3. Aplicacidn de las muestras.

Se aplicaron 20 ul de cada una de las muestras a analizar
sobre la superficie de] gel, en una zona cercana al cdtodo,

4. Electroenfoque,

Una vez aplicadas Tas muestras sobre el gel, se efectud el
electroenfoque analitico aproximadamente durante 2 hrs.,, obte -
niendose al final del experimento un voltaje de 970 V. y una co
rriente de 25 mA.

5. Tincién y conservacion de Tos geles.
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Transcurrido el tiempo de electroenfoque, 1as ?rotefnas se
fijaron inmediatamente, sumergiendo e1 gel en la solucidn fija-
dora durante 45 minutos a temperatura ambiente,

Terminado el tiempo de fijacidn, se colocd el gel en la so
Jucidon destefiidora por 5 minutos.

E1 gel fué teiiido por 10 minutos, utilizando la solucidn -
tefiidora, a una temperatura de 60°C. Para eliminar el exceso -
de colorante adherido al gel, €ste se sumergi6 en l1a solucidn -
desteifiidora, el tiempo necesario. Aclarado totalmente el fondo
del gel, se introdujo en la solucidén conservadora durante 1 hr.
E1 gel fué secado a temperatura ambiente.

6. Cdlculo del punto isoeléctrico.

La determinacidn del punto isoeléctrico de las muestras -
problema, se efectudé midiendo sus distancias de migracidn en el
gradiente de pH establecido en el gel, y compardndose con la -
distancia de migracidn del patrén de punto isoeléctrico conoci-
do )Mioglobina, pI ='7.0 ). ‘

IX. PRUEBA FINAL DE TOXICIDAD

Para probar la toxicidad de la proteina (exotoxipa) purifi
.cada por cromatografia de exclusién molecular, y ampliar los re
sultados de la toxicidad encontrada por la administracidén intra
nasal del liofilizado crudo (ver punto VI, pdg. 25), se efec -
tu6 la prueba final de toxicidad, utilizando 11 conejos raza Ca
Tifornia con pesos aproximados entre 250 y 350 g., los cuales -
fueron inoculados intranasalmente durante 7 dias.

lLa distribucibn de Tos animales y dosis édministradas, se
muestran en las tablas No. 2 y 3,

E1 liofilizado crudo y el Tiofilizado de 1a proteina puri-
ficada, se resuspendieron con 5 mls. de agua destilada y se es-
terilizaron por filtracidn, antes de ser administrados.
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Tabla No. 2

Distribucidn de los conejos utilizados
en ta prueba final de toxicidad.

LOTE No.  CONEJO Wo. PESQ SUSTANCIA VIA DE
APROXIMADO  ADMINISTRADA ~ ADMINISTRACION

1 250 g. - ~-

1 2 300 g. - -
3 350 g. - -
4 250 g. BHI mds 5% de Intranasal
extracto de -
Tevadura
2 5 ¢ 300 g. BHI mds 5% de Intranasal
extracto de -
levadura
6 350 g. BHI mds 5% de Intranasal
extracto de -
Tevadura
™~
7 250 gq. Liofilizado Intrarnasal
crudo
3 8 300 g, Liof{lizado Intranasal
crudo
9 350 g. Liofilizado Intranasal
crudo
10 . 300 g. Protefna Intranasal
. purificada
4
11 300 g. Proteina latranasal

purificada




Tabla No, 3

Calendario de ipoculacion y dosis administradas
(mi/dia), por lote de conejos.

DIA\LOTE No. 1 2 3 4

1 -~ 1.0m, LOwm., L0Om,
2 : ;- 100, 1.0ml. 1.0 ml.
3 - 1.0ml, 1.0mi. 1.0 mi,
4 - I0ml., 1L.Oml. 1.0 mlf
5 o osal 05 m. 0.l
6 | - 05m., 0.5ml. 0.5ml.
7 - 0.5m, 0.5m. 05ml.
g _ - - _

Zi * * * 4

(f) dia de sacrificio de todos los animales,

Una vez sacrificados los animales, se tomaron muestras de
sangre del piexo braquial y se efectud su diseccién, con el -
fin de encontrar lesiones patognoménicas. Ademds, se efectua-
ron cortes asépticos de las lesiones observadas en pulmdn para

1levar a cabo un aislamiento bacteriano, utilizando como medio
de cultivo agar sangre; y por otro lado, se efectué el estudio
histopatoldgico de 1as lesiones macroscépicas observadas.
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X. DETERMINACION DE PROTEINAS (Método de Lowry).

Para ésta determinacion fué necesario preparar las siguien
tes soluciones:

Solucidn A: NapC03 al 2% en NaOH 0.1 N
Solucidn B: CuSOq4 - 5 Hp0 al 0.5% y Citrato de sodio al 1%

Solucidn C: Se prepard con 50 mls. de la solucién A y 1 ml
de la solucifn B,

Desarrolio del método:

A 20 pl de la muestra se le agregaron 3 mis. de la solu -
ciébn C y se dej6é reposar 10 min. Se adiciond entonces 0.1 mi,
de reactivo de Fenol (Phenol SIGMA), se agitaron y se dejaron -
en reposo 20 min. a temperatura ambiente, En seguida se leye-
ron a una longitud de onda de 750 nm. en un espectrofotémetro
BAUSCH AND LOMB. ~

La concentracifn de proteina de Tas muestras problema, -
fué determinada por interpolaci6n de sus absorbencias en una -
curva patrén, preparada con diferentes concentraciones de albi-
mina bovina {Figura No. 1l).
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Ficura No,1 33
CURVA PATRON DE PROTEINAS ( MgTopo DE Lowry)
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RESULTADGOS.

I. Concentracidn de proteina de] saobrenadante de cultivo de -
18 hrs, de H. pleuropneumoniae.

Por las diferencias encontradas en la concentracidn de -
proteina (Método de Lowry, et al) entre el medio de cultivo es
téril y el sobrenadante de cultivo de 18 hrs., fué evidente -
que H. pleuropneumoniae es capaz de excretar al medio de cul-
tivo, bajo ciertas condiciones, sustancias de paturaleza proté

ica. Las diferencias antes mencionadas, son mostradas en 1la
tabla No. 4

Tabla No. 4
MUESTRA CONCENTRACION DE
PROTEINA (pg/ml)
a) BHI mds 5% de extracto de 85

levadura fresca estéril.

b) Sobrenadante de cultivo 130
de 18 horas.

II. Curva de crecimiento.

En Ta Tabla No. 5 se muestra la curva de crecimiento de
H. pleuropneumoniae serotipo 5. Observdndose que aproximada-
mente a la primera hora de incubacidén se inicia la fase loga-
ritmica de crecimiento, prolongdndose durante 5 horas méds, an
tes de 1legar a la fase estacionaria (ver Figuras No. 2 y 3)7
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Tabla No.

5

Datos obtenidos del crecimiento de
Haemophilus pleuropneumoniae.

TIEMPO ABSORBENCIA Logyg de Ta Concentra UFC/m1
(600 nm. ) ¢ibn bacteriana.

0 min. 0.02 9.056 11.4 x 108
15 min. 0.03 9,232 17.1 x 108
30 min. 0.04 9,357 22.8 x 108
45 min. 0.06 9.534 34.2 x 108

1 hr. 0,08 9,710 61,3 x 108

2 hrs. 0.29 10.218 16.5 x 10°

3 hrs. 0.81 10.664 46.2 x 10°

4 hrs. - 1.46 10,920 83.2 x 10°

5 hrs. 1.68 10.981 95,7 x 10°

6 hrs. 1.76 11.001 10,0 x 1010

7 hrs. 1.76 11.001 10.0 x 10%°

8 hrs. 1.76 11,001 10.0 x 1010
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0 CURVA DE CRECIMIENTO PARA
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F16urA No. 2.~ En &sta grafica se representan las diferentes
etapas de crecimiento de la bacteria: A) Fase
de Tatencia, B) Fase logaritmica de crecimien
to, C) Fase estacionaria.
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[11. Cantidad de proteina durante las diferentes etapas de -
concentracién del sobrenadante de cultivo masivo.

Como la concentracidén de sustancias de naturaleza protéi
ca de peso molecular mayor de 10 000 d {exotoxina), excreta-
da por H. pleuropneumoriuc se encontraba en concentraciones
muy bajas en el sobrenadante de cultivo {ver Tabla No. 4), -
ademds de estar mezclada con proteinas de bajo peso molecular
{(menor de 10 000 d), provenientes del mismo medio de cultivo,
fué necesario separar y concentrar las proteina de interés,

La determinacidn de proteina durante las diferentes eta-
pas de concentracidn, son mostradas en la Tabla No. 6

Tabla No. 6

Resultado de la determinacion de proteina del
sobrenadante de cultivo masivo durante las
diferentes etapas de su concentracién.

MUESTRA CONCENTRACION DE
PROTEINA (ug/ml)

a) Sobrenadante de cultivo masivo 292.89
de 6 horas.

b} Concentrado final de microfil- 190.89
tracion.

¢) Filtrado excluido en el proce- 102.0

s0 de microfiltracion.

d) Liofilizado del concentrado fi 245.43 *
nal de microfiltracién {Licfi-
Tizado crudo),

* Esta concentracion se obtuvo después de haber
disuelto el liofilizado crudo,contenido en un
matraz Erlenmeyer,con 5 mls. de agua destila-
da.
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IV. Electroforesis en gel SDS - poliacrilamida.

En la Tabla No. 7 se muestran las movilidades relativas y
pesos moleculares aproximados de l1as muestras de proteina ana-
lizadas. Observindose que el liofilizado crudo describe una -
s61la banda de proteina, cuyo peso molecular aproximado es de -
14 000 d. E1 medio de cultivo estéril (BHI mds 5% de extracto
de levadura), y el filtrado excluido en el proceso de microfil
tracidn, no describieron ninguna banda de proteina en los ge -
lTes de poliacrilamida ensayados (5% y 10%), debido a que las -
protefnas contenidas en dichas muestras eran de peso molecular
menor de 10 000 d. (ver Figura No. 4 y Ldmina No. 1).

Tabla No., 7
A) MUESTRA PROBLEMA MOVILIDAD PESO MOLECULAR
RELATIVA (d)
a) BHI mds 5% de extracto de - -
levadura.
b) Filtrado excluido en el -
proceso de microfiltra - - C—
cion.,
c¢) Liofilizado crudo 1.0769 14 000
‘B) PATRONES DE PESO MOLECULAR
d) Citocromo "C" 1,1055 13 370
e) Mioglobina 1.0137 16 900
f} Quimiotripsinégeno ~7*0.8887 23 240
g) Ovoalbimina 0.6295 45 000
h} AlbGmina bovina 0.4618 69 000
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Ficura No. 4.~ En ésta grafica se representan las movili-
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CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE PESO MOLECULAR

Fioura No. 4,~ En é&sta gréfica se representan las movili-
n.R dades relativas descritas por los patrones,
‘ contra el Log;q de su peso molecular.
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LAMINA No. 1
ELECTROFORESIS EN GEL SDS - POLIACRILAMIDA

En ésta fotografia se muestran las bandas de protefna descritas
por las diferentes muestras ensayadas (Problemas y Patrones de Peso
Molecular):

No. Pozo Muestra No. Pozo  Muestra
3 Liofilizado crudo. 15 Mioglobina.
4 Liofilizado crudo. 16 Quimiotripsindgenc.
12 Protefna del pico mayor 17 Ovoalbimina.
de la grdfica de croma- 18 AlbGmina bovina,
tografia 19 Gamma globulina.

14 Citocromo "C"



V. Cromatografia de exclusién molecular,

Por este método fué posible separar del liofilizado crudo
dos proteinas, Observdndose que lUnicamente la proteina que -
constituia el pico mayor de la grafica de cromatografia, des -
cribia después de la etectroforesis en geles SDS - poliacrila-
mida (5% y 10%), una sola banda cuyo peso molecular aproximado
fué de 14 000 d. Esta observacién demostrdé que la protefina -
que conformaba el segundo pico, en la grafica de cromatografia
de exclusién moleculap, estaba constituida por moléculas pro -
téicas de peso molecular menor de 10 000 d, seguramente poli -
péptidos no excluidos durante el proceso de microfiltracién; -
por 1o que dicha fraccién fué descartada en el ensayo de toxi-
cidad (ver Lamina No. 1 y Figura No. 5).

VI. Electroenfoque analitico.

E1 pH de solubilidad minima descrito por la proteina que-
constituia el pico mayor de la grdfica de cromatograffa de ex-
clusién molecular (proteina purificada), resultd ser de 4,2 E]
liofilizado crudo, describié también una banda de precipita -
cién similar a la anteriormente mencionada.

Del resultado de éste andlisis podemos decir que Ta exoto
xina aislada, estd formada principalmente por aminodcidos dci-
dos, ya que dicha proteina migré ﬁacia el polo positivo del -~
campo elgctrico (dnodo) (ver Figura No. 6).

VII. Pruebas de toxicidad en conejos.

E1 liofilizado crudo y la proteina purificada, provocaron
en los animales inoculados, los siguientes signos clfinicos:

— Debilidad general,.

1

Notable disminucidn de crecimiento y peso corporal.

— Congestidon de vias respiratorias superiores.
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o DETERMINACION DE PUNTO TSNELECTRICH
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- Estornudos,
— Estertoria.

— En algunos casos, aparicifn de cianosis en nariz, ore -
jas, boca y ufias.

Las lesiones macrosc6$icas observadas en los pulmones de
fos conejos tratados con el liofilizado crudo, son mostradas -
en la Lamina No. 2. Observéindose la presencia de abundantes
focos hemorrdgicos y zonas de consolidacifn.

Las lesiones macroscépicas observadas en los conejos tra-
tados con la proteina purificada, resultaron ser de menor in -
tensidad a las observadas en los animales tratados con el lio-
filizado crudo.

Los conejos que no fueron tratados con ninguna sustancia
(Tote No. 1}, y los tratados con BHI mis 5% de extracto de le-
vadura (lote No. 2), no presentaron ninguna alteracién macros-
cépica ni miscroscépica. '

Los estudios histopatolégicos de los pulmones de los ani-
males tratados con el liofilizado crudo y con la protefna puri
ficada, mostraron en forma constante y a diferencia de los con
troles, los siguientes cambios que se consideraron significati
vos:

_ — En todos los casos fué notorio el incremento de eosind-
filos infiltrados en los septos alveolares, y en acimulos peri
vasculares y bronquiales.

—~ Otro elemento constante, fué la presencia de grandes cé
lulas de citoplasma acidéfilo y nicleos grandes de cromatina -
clara. Estas células de aspecto "blastoide", se observaron en
grosando los septos y en aclmulos que aparentemente ocupaban -
las luces alveolares. Por su aspecto, €stas células pueden co
rresponder a fibroblastos, considerando que en algunos casos -
aparecieron formando cordones o con citoplasma estrellado.

-~ La presencia de mononucleares en la luz vascutar y alre

dedor de los vasos sangufneos, se observd en diferentes casos,
incluso con aparente discontinuidad de la pared vascular,
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LAMINA No. 2

ASPECTC MACROSCOPICO DE PULMON DE CONEJO TRATADOD
CON LA EXOTOXINA DE Haemophilus pleuropneunoniag
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—~ En Tas zonas de pulmdn con abundantes eosinéfilos, no ~
se presentaban o eran escasas las células de tipo fibroblasto
antes mencionadas,

— Proliferacibn 1infocitica perivascular y peribronquial
con presencia de linfoblastos, en dos de los casos, tratados
con el liofilizado crudo,

{(ver Laminas Nos. 3, 4, 5 y6)

Los cambios sefialados anteriormente, fueron mds notables
en los animales tratados con el tiofilizado crudo, que en los
tratados con la proteina purificada.

En general, las zonas afectadas mostraron marcado colapso
y engrosamiento de septos alveolares. Observdndose en tres de
las muestras la presencia de focos hemorrdgicos.

Los aislamientos bacterianos realizados a partir de los -~
pulmones lesionados, s6lo detectaron Ta presencia de Bacillus

$.P.p.
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LAMINA No. 3
PULMON DE CONEJO (H.E.) 400 X

Se observa la presencia de células "blasto" de cito
plasma acidéfilo y nicleo de cromatina abierta, engrosan
do el septo alveolar (A). Iqualmente se observa la pre-
sencia de abundantes eosindfilos (B). Observese que las
luces alveolares se presentan libres de exudados inflamg
torios (C).
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LAMINA 0. 4
PULMON DE CONEJO (H.E.) 480 X

Se observa abundante cantidad de células "blasto"
en la proximidad de la luz bronquiolar (D), presencia de
infiltrado de cétulas mononucleares (E). Observese que
tanto la Tuz bronquiolar como los espacios alveolares vi
sibles, se presentan libres de exudados inflamatorios.
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LAMINA No. 5
PULMON DE CONEJO (H.E.) 600 X

Presencia de eosindfilos en Ta pro

ximidad de un vaso sanguineo (F

), ¥ en
el espesor del septo alveolar (G).
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LAMINA No. 6
PULMON DE CONEJO (H.E.) 360 X

Se detecta la presencia de infiltrado de
rononucleares en Ta proximidad de un vaso san
guineo (H). Notese la abundancia de éste ti-
po celular en 1a periferia (I), y en contacto
con la pared del vaso sangufneo.
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DISCUSTION.

La neumonia fibrinonecrdotica ocasionada por Haemophilus
p1europneum0n1ae ha constituido durante muchos anos,uno de 1os
prgblemas economicos de la industria del cerdo en Mex1co y en
muchos otros paises del mundo.

Los numerosos esfuerzos que hasta ahora se han hecho para
tratar de controlar los brotes de ésta enfermedad, no han sido
suficientes, ya que aln no ha sido posible desarrollar alguna
bacterina, o vacuna bacteriana viva atenuada, capaz de preve -
nirta totalmente. Esto aunado al relativamente escaso conoci-
miento de la patogenia de dicha enfermedad, ha motivado el de-
sarrollo de esta investigacién, con el propGsito fundamental
de determinar si la patogenia de H. pleuropneumoniae estd tam-
bién asociada a la producci6bn de exotoxinas, que contribuyan
a2 la implantacién y diseminacidn del microorganismo a nivel al
veolar, escapando a los mecanismos de resistencia del tracto
respiratorio.

Los experimentos reportados por Rosendal y colaboradores
en el afio de 1980, en los cuales se demostré, que el sobrepadan
te de cultivo de H. pleuropneumoniae 1ibre de bacterias, era -
capaz de producir neumonia, similar microscGpicamente a la cau
sada en cerdos infectados experimentalmente con la bacteria -
viable. ¥y los resultados de Bendixen y colaboradores en 1981,
en 1os que se demostrd también la toxicidad de los sebrenadan-
tes de cultivo de la bacteria para macrdofagos alveolares de -
pulmén de cerdo, sirvieron comoc evidencias para suponer que H.
pleuropneumoniae, es capaz de excretar sustancias téxicas (exo-
toxinas), responsables de los efectos observados por los inves-
tigadores antes mencionados.

Nosotros, basados en los datos en los que se establece -
que una exotoxina, es uha sustancia de naturaleza protéica ex-
cretada por los microorganismos que la producen al medio c¢ir -
cundante en que crecen, procedimos a cuantificar la concentra-
cifén de proteina del medio de cultivo estéril (BHI mis 5% de -
extracto de levadura), y del sobrenadante de cultivo de H, -~
pleuropneumoniae libre de bacterias. Observando que ia concepn
tracidn de proteina del sobrenadante de cultivo de 18 horas, -
era mayor a la encontrada en el medio de cultivo estéril; éste
resultado nos 1levé a confirmar que la bacteria en cuestién es
capaz de excretar protefna al medio circundante en que crece.
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Establecido el hecho de que H. pleuropneumoniae excreta
sustancias de naturaleza proté@ica, era necesarioc obtener di -
cha sustancia en la mayor concentracién posible para poder -
efectuar su caracterizacidn bioquimica y probar su toxicidad.
Para ésto, fuéd necesario efectuar un crecimiento masivo de la
bacteria hasta finalizar su fase logaritmica de crecimiento.
Una vez terminada ésta fase, las bacterias fueron removidas
del medio de cultivo masivo por centrifugacibn, esterilizando
por filtracidén el snbrenadante obtenido,

Lo mencionado anteriormente se efectub para evitar que
el producto, o los productos extracelulares de interés, pre -
sentes en el sobrenadante de cultivo, estuvieran mezclados
con bacterias viables, o con proteinas, dcidos nucléicos u
otras sustancias macromoleculares, entre ellas, endotoxinas, -
provenientes de la autolisis de bacterias viejas, que ademds
de dificultar la purificacién, pudieran contribuir a la toxi-
cidad asociada a dicho sobrenadante; tal es el caso del LPS,
que fué reportado por Stanford y colaboradores en 1982, como
causante de trombosis vascular con vasculitis, y exudacibén de
fluido edematoso hemorrédgico. ‘

Para eliminar del sobrenadante de cultivo masivo estéril
las proteinas del medio de cultivo que no 1legaron a ser uti-
lizadas por la bacteria (fundamentaimente péptidos de peso mo
Tecular menor de 10 000 d), y concentrar Yas proteinas excre-
tadas por H. pleuropneumoniae (peso molecular mayor de 10 000
d), se efectuo la microfiltracién de dicho sobrenadante. Una
vez concentrada 1a proteina o proteinas de interés {exotoxi -
na), fué liofilizada hasta un 100%.

Para saber si las proteinas contenidas en el }iofilizado
crudo, desarrollaban un efecto téxico, se efectud una prueba
piloto de toxicidad, Observandose que Tos conejos tratados
con dicho liofilizado, presentaban manifestaciones clinicas y
lesiones pulmorares (macroscopicas y microscGpicas), como con
secuencia de la administracidn intrapasal de dicha sustancia.

Para determinar cuantas proteipas de peso molecular ma -
yor a 10 000 d, podria atribuirse la toxicidad encontrada, se
1levé a cabo el estudio electroforético de dicho liofilizado,
utilizando geles SDS - poliacrilamida al 5% y 10%. Al final
de éste experimento fué posible demostrar la presencia de upa
sola proteina monomérica de peso molecular aproximado a 14000
d.

1

1

La proteina detectada en el liofilizado crudo, fué puri-
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ficada por cromatografia de exclusidn molecular, eliminando de
ésta forma los solutos protéicos residuales de peso molecular
menor de 10 000 d., que no pudieron ser excluidos en el proce-
so de microfiltracién. Esto quedd demostrado por electrofore-
sis, en la cual se observéd que de los dos picos obtenidos en
la grdfica de cromatograffa, s6lamente Tas fracciones que con-
formaban el primer pico, describian una banda de proteina simi
lar a la descrita por e] liofilizado crudo,

Mediante 1a técnica de electroenfoque analitico en gel de
poliacrilamida, fué posible determinar el punto isoeléctrico -
de la exotoxina (pl = 4.2), el cual permitird en investigacio-
nes futuras la obtencidn mds rdpida de dicha sustancia.

La toxicidad de la exotoxina en su forma cruda y purifica
da, quedd demostrada con la prueba final de toxicidad, En esta
prueba, se observaron mayores lesiones macroscopicas y microscéd
picas en los conejos inoculados con el liofilizado crudo, hecho
que nos hace pensar que el método de purificacidén no se efectud
adecuadamente, o bien, que hubo una disminucidn de 1a actividad
téxica de dicha sustancia, al ser separada del extracto crudo.

La presencia de eosin6filos revelada en los estudios histo
patoldgicos de los pulmones afectados, puede interpretarse como
parte de un posible fenémeno alérgico, inducido por la toxina,
o bien, por algin elemento contaminante.

~Las células blastoides que han sido interpretadas como fi-
broblastos, pueden corresponder a las formas previas de Tas cé-
lulas modificadas que se observan en los pulmones neuménicos de
cerdos afectados por H., pleuropneumoniae, ¢ bien, ser la modifi
cacién correspondiente en conejos. Con menor probabilidad, de-
be considerarse la posibilidad de que se trate de macréfagos o
células epiteliales, aunque &sta posibilidad no debe descartar-
se totalmente. Estas observaciones, permiten suponer algin -
efecto del liefilizado crudo y purificado sobre las células, -
que indujo su transformacién,

Las Tesiones vasculares: trombosis, hemorrdgias que se pre
sentan en los pulmones neumdnicos de cerdos afectados por la -
bacteria, no fueron observados en los conejos tratados con la -
exotoxina (cruda y purificada), pero Jos cambios observados en
algunos de los vasos sanguineos de los conejos lesionados, po -
drian ser el predmbulo a estos cambios. Sin embargo, debe re -
cordarse que ?a trombosis ha sido asociada a la endotoxina de -
la bacteria (47).

El infiltrado de mononucleares perivascular,observado en -
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los conejos tratados con la exotoxina, es un elemento también
prﬁsente en los cerdos afectados por haemophilosis (14, 15, -
17).

Por lo anteriormente dicho, es evidente que las lesiones
encontradas en estos conejos, no indican una neumonia fibrino
necrdtica como la observada por Rosendal y colaboradores en -
1981, esto puede deberse a que el modelo experimental fué di-
ferente y el conejo puede estar dando una respuesta distinta
a la del cerdo, Ademds, las lesiones descritas en los cone -
jos, sugieren un efecto presumiblemente téxico y de mayor es-
pecificidad que el observado por el investigador antes mencio
nado, quien utilizé el sobrenadante de cultivo completo, el -
cual probablemente contenia entre otras cosas, endotoxina, re
sultante de la lisis bacteriana.

E1 no haber observado polimorfonucieares en los pulmones
afectados, sugiere que las lesiones observadas no pueden ser
atribuidas a contaminantes bacterianos. Este hecho quedd re-
forzado por el resultado de los aislamientos bacterianos de -
Tos pulmones lesionados, en los cuales no se encontrd ningin
microorganismo que pudiera estar asociado a las lesiones en -
contradas,

La posibilidad de que las lesiones observadas en los pul
mones de los conejos tratados con la exotoxina, fueran ocasip
nadas por Virus, Clamidias, o Micoplasmas, debe ser descarta-
da por las siguientes razones:

— Las lesiones observadas no corresponden a estos micro-
organismos,

— Los animales controles, a pesar de estar confinados en
1a misma jaula de Tos animales problema, no presenta -
ron lesiones macroscépicas ni microscdpicas de ningdn
tipo. '

Se intent6 conocer la respuesta inmune humoral generada
en contra de la exotoxina, utilizando 1a técnica de doble di-
fusidn, Los resuitados negativos pueden sugerir que Ta toxi-
na no pasa a sangre, ya que no fué posible detectar la presen
cia de anticuerpos en el suero de los animales lesionados (re
sultado no reportado en éste trabajo). Ademds, las diseccio-
nes de los animales afectados no mostraron lesiones macroscé-
picas en otros érganos, por lo que puede suponerse que ésta -
exotoxina como muchas otras, es Grgano - especifica. El re -
sultado de estas observaciones no es concluyente, y considera
mos necesario un estudio mds profundo, debido a la escasa sepn
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sibilidad de la técnica empleada.

Seria deseable en un futuro, repetir e} experimento de to
xicidad de Ta exotoxina en cerdos, aunque el copejo resulté un
buen modelo experimental,

los resultados de toda esta investigacidon, ademds de con-
tribuir al conocimiento actual de la patogenia de H. pleuro -
pneumoniae, consideramos que pueden ser (Gtiles para investiga-
ciones futuras, enfocadas al control de ésta enfermedad, me -
diante la elaboracidn de toxoides. Siempre y cuando, sea de ~
mostrado que el toxoide es capaz de desarrollar inmunidad, pro
tectiva (antitoxina) contra los efectos de ésta exotoxina, y
que ademds, se demuestre que dicha exotoxina es de importancia
critica en la presentacion de Ya enfermedad.
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CONCLUSTON

Haemophilus pleuropneumoniae serotipo &
(cepa™8022), es un microorganismo capaz de
producir, bajo ciertas condiciones, una exo-
toxina monomérica de peso molecular aproxima
do a 14 000 d, con un punto isoeléctrico de
4,2 unidades de pH. Dicha exotoxina,no fué
capaz de desarrollar 7a neumonfa fibrinone -
_crotica caracteristica en cerdos infectados
experimentalmente con la bacteria viable, pe
ro si resulté ser téxica por si misma para -
pulmén de conejo,

Por 1o anteriormente mencionado, puede
presumirse que uno de los mecanismos que con
tribuyen a Ta patogenia de H. pleuropneumo «
niae, esta dado por su capacidad de producir
una exotoxina,
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