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IV.RESUMEN 

La porcicultura es afectada generalmente por enfermedades infecciosu, 

encontlindose entre Ju m'5 importantes Ju respiratorlu; aun cuando existen dudu .eerc:a 

de su etiología. estu son atribuidu principalmente a Ju bacteriu del género Putnrwlhl, 

Bonldnl• y ActilUJbtleUlu (Leman. 1986; Taylor, 1981). 

Recientemente se ha centndo la lleneión en variOI &dores de virulencia entre loa 

aiales se encuentran lu exotoxinu de AttllUJbtleUhu pktlrop---1M. En los serotipos 

estudiados de esta bacteria se han descrito toxinas con actividad hemoÚtica y/o citotóxica 

(Montaraz). 

Bllhia y cola. (1991) observuvn que la hemolilina purificada (104Kd) confirió 

protección parcial al deufiar a ratones intranualmentecon una dosis letal de ActillOHeilllu 

p/ftrop1U11--1M; esta hemolilina pertenece a un SJllpo de toxinu denominadu RTx 

(estruc:turalmente similares), presentes en un amplio rango de bacteriu. 

Por otra pane se sabe que existen cepu virulentu de IJonkulltl iwrHlcllüqlie• que 

son hemolíticas 111 Wlro, sin embargo es poco lo que se sabe acerca de ellu; por lo que el 

presente trabajo pretende estlblecer una posible identidad serológíca entre laa hemolilinu de 

Se utiliz.ó la cepa LBF de BorMlftltl 6rrHtellilqtkll, la aial se sabe que es 

hemoÚtica, detenninando primeramente el tiempo m6ximo de mayor producc:ión de la 



hemolisina pua posteriormente realizar su aislamiento, purificación e identificación en seles 

SDS·poliacrilamida. Posteriormente se produjo un suero hiperinm~ne de conejo contra dicha 

hemolisina. 

La hemolisina de Acdlllll>Mllhu pleuropneumonia de 104 Kd fue purificada 

previamente en un trabajo anterior. 

Por-último se detenninó el patrón antigénico de ambu hemolisinu pua determinar 

su posible identidad serológica; sin embargo los resulbdos obtenidos indican que no existe 

dicha identidad entre ambu hemolisinu. 



V. JUSTIFICACION 

AdlllOHeillll• plaropllft#IOllW es el asente etiológico de la pleuroneumonla 

contagiosa porcina (PCP), enfermedad aguda que causa snndes pÉrdidu económicas a la 

porclcultun debido al alto indice de mortalidad. Actualmente se ha prestado atención a lu 

citotoxinu bacteriana uoc:iadas a procesos neumónicos del cerdo, particularmente a lu 

hemolisinas (lnzana, 1991).Se ha reportado que lu hemolisinas de ÁdÚI06lleUllll 

pertenecen a una fimilia de citotoxinu estructuralmente. similares (RTx) a varios séneros 

blderiano1 (Welch, 1991).Estu hemolisinu han sido empleadu como antlseno• en prueba 

seroló¡icu enfocada a identifi<:ar animales infectados, sin embargo se ha ob..vado que 

infecciones con otros microorpnismos pueden presentar filsos positivos; por lo que en el 

presente trabajo se pretende establecer si existe similitud estructural entre ta hemolisina de 

AdllllliHlellhu Jll•l'Ofl--'- y la(s) hemolisins(1) de ~ IHoMlibqtia. Ya 

que este úhimo mlcroorpnismo se encuentra presente en enfermedades rapiraloriu del 

cerdo (ltinitil atrótlca porcina). 



l. INTRODUCCION 

1.1 GENERALIDADES. 

En lu panju porcinu la producción animal 1e encuentra regullnnente aCec:tlda por 

lu enfermedades infecciosu. encontrllldo principalmente dos tipos de afecciones: entéricas 

y respiratoria. En los púses de América y Europa enue las QlllU de morbilidld y 

mortalidld en el pnado porcino 1e eneuentnn lu respiraloriu, que han sido reconocida 

como un &ctor importante en la producción porcina intemiva (Jericho K.F.W., 1961; 

Muirbbad M.ll, 1979; Pijoan C. and Col1., 1979). En 101 últimos allol, la ltclleión IObre 

problemas respiratorios en cerdos ha sido enfocada a lu neumonlu, que 11111q11e de etiolosla 

variable se atn'buyen principalmente a blcteriu de los géneros ~ ~ y 

éstos (Lallln A.D .• 1916; Taylor D.J., 1981). 

La neumonla en el cerdo iepraenta uno de los mil grava problemas int'eceiolOI de 

esta especie animal. Tlpiclmente entre el 30-60 % de 101 cerdos de abato presenta alpna 

lesión neum6nica (Morrison ll.B., 1919). El costo de ella enfermedad para la porcicultura 

es enorme, debido al cuicter crónico que uaaalmente pr--., ocuionando con esto 

imponantes pérdidas debido • las deficientes ganuciu de pao, IMXllldo esto a lu 

pérdidu econ6micu uocildu a la nuerte de animales y a los elevados pllOI de 

medicllnentos; por lo que 1e ha considerado como la principú causa de disminución de la 



productividad, especilhnente en cerdos de engorda (Little T.W.A., 197S; Lombin L.H., 

1982; Straw B.E., 1983). 

En México, tu neumonlu representtn arlftdes pérdidu económieu para la 

porcicuttura. Estudios realiZldos en distintos estados de la República Mexicana revelaron 

que un 50 'Yo de to1 cerdos sacrific:ado1 en l'llllO pmentaban lesión pulmollll' (Mlqueda 

A.J., t977; Necoechea R., 1980). 

t.2. ANTECEDENTES. 

""'*"1M brwtellbqtk• file ori¡¡illllmente lilllda del tncto respiratorio de perroa 

e identificada como Bldllus bronchiclns por Ferry en 1910, desde entonces ha licio 

reconocida como palÓSCftO del tneto ~orio en mamlf'ero1. Entre 1912 y 1913 

microorpniamo1 con cancterilllicu idéntic:u a to1 microorpnllmo1 dncritoa por Ferry 

fueron aialldo1 de cuyos, limio1 y humanos; por lo que el microorpni11110 file nmmbndo 

Bacterium broncbilepticus, posteriormente, en 192S por Bergey como Alcaligenes 

bronchilepticus, en 1929 por Topley y Wdton como Brucella bronchileplial. en 1935 por 

Haupt como Alcllis- bronchicani1 y en t946 por Wdlon y Milel como ffMmophilul 

bronchilepciCUI (Barcenu, G., 1993). Fue colocada en el género de AICl1i¡eaes, Brucella y 

fflemophiJuMleb a lal cancterillicu morfolóaicu Y bioqulmicu lal Qlllel IOD nuy 

limilarea a tu que presentan estos génen>a.Finünente ata bacteria lleva el actual nombre 

debido a que Moreno L6pez daenbió el ¡énero Bor-.o. (en honor a Julea Bordet) y la 



especie /JonldOM 6rrMc/lbqlkll (Plttmul, 1974). En 1940 Tho1p y Tuuier ai111ron por 

primera Vfl • & bro11e/lbqlkll de pulmoQes llllUlllÓllklOI de ccrdot y aunque elle 

microorpnismo es palÓllCllO owional en tu bronconeumonlu primariu de cerdos jóvenes, 

puede también actuar como un pat6aenll del tracto rapinlorio inferior en ulimalea viejo1. 

En 1956 Switzer losró aill.vll de la caWlld 111111. demoltrlndo la hlbiliclad de este 

microorpnismo para inducir atrofia en los comeces llUlla, por lo que lplltir de este 

momento 1e le conaider6 como pat6ien0 primario de la rinilil atrófica porc:ina (llAP) 

(Barcenu, G., 1993). 

l.J. BOltDETEU..A BRONCHISEPTICA. 

~ 6rrMc/lbqlkll es una blCleria pleom6rfiéa que 1e oblerva senerai-te 

como un c:ocoblci1o gnm neplivo, no produce eaporu y praenta motilidad por flaaelol 

perltrico1. EllUdios de microteopia electrónica, han mollrldo fllaelo• en fonna de triple 

h6ice con dirección a la iz.quierda, de aproximadamente 13.9 nm de diúnecro. En medio 

sólido crece principalmente en fonna cocoide, lantes, cin:ulares, cuando eaw bacteria 

crecen IOl>re IPI' -sni laa coloaiu auelen aer hemollticu desarrollando un dümetro de 

0.2 nun en dos dlu aproximadllnent (Plttman, 1974). 

En laa investipc:iones ralizadu en tomo a & lrollc/lbqlkll IObreulen e11Udio1 en 

relaci6n a 1111 tietores de viNlcncia y laa difinnciu que en elle .-ido 11 .,.._ru entre 

cepu pa16genu y &patógenas. Cullldo la bKteria fue er9cida en 1g1r, 1e observaron 

J 



colonia lisas y coloniu rugosas, denominllldo a lu primeru Fue 1 como vinilentu, y a tu 

NIPllldu como Fase IV avirulentu (Barcenu, G., 1993). Posteriormente otru 

investigaciones revelaron fues intennediu (11 y 111). Se encontró que la Fue 1 es 

extrenlldamente inestable y se transforma npidunente a la Fue 11, 111 y IV despuéa de 

varios pues en medio anillcial (Nalwe, 19571, 1957b). 

U. RJNl'l1S ATROFICA PORCINA 

La rinitis atrófica porcina (RAP) es uns enf'ermedad respiratoria crónica, infecciosa y 

conta¡¡iosa, que se e&rlCleriza por riniti1 y atrofia de 101 cornetes nasales, lo que 

generalmente provoca deformaciones de tu eatruc:turu óseu de la trompa, y 

ocaalonalmente retraso en el crecimiento (Pederlen y Barford, 1981b; Baekatrom y cola., 

19821). El primero en uociar a & 6roltellllqda con la enfermedad file Swilm' en 1956 

quién reprodujo la enfermedad inoculando la bacteria aillada de un C110 clinic:o de RAP 

(Ro .. y cols., 1963; Duncan y cola., 1966; Rosa y col1., 1967; Cro11 y Claftin, 1962). 

Manineau y cols. cktenninaron que la dosi1 núnima illfectiva para inducir la RAP ea de 3.0 

X 10' eélulu por mi cuando el organismo ea inoc:u1ado lntranualmente a cerdos por tres 

dlu consecutivos ( 1982) . 

.,,..,. 6rMelüqdca ha sido aillada de cerdol c:on lllUlifeltacion cllnicu de 

la enfermedad en varios palaea, incluyendo Estados Unidos (Cro11 y Claftin, 1962; Switm" y 

Farrington, 1972; Bac~m y cola., 1982b), Japón (Maeda y cola., 1971). DinanW'ca 
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(Tomoe y cols., 1976), Inglaterra (Giles y cols., 1980a) y Holanda (Akken111111 y col1., 

1969); en nuestro país la enfermedad ha sido identificada a nivel de rastro, losrando aislar ta 

bacteria de casos clínicos de RAP (Koronfield-kleiman, 1977). 

Exilien dos microorpniunos involucrados en la etiolo¡la de la enfenneclad: B. 

6rotu:ltüqtko y Prutard/o multocida con las que se ha losrado desarrollar 

experimentalmente la atrofia de los cometes nasales de cerdo y ratón cuando estos han sido 

inoculados con cultivos puros por via intranual (Sawata y Kume, 1982; Semjén y Magyar, 

1985; Montaraz y cola., 1985; Switzer, 1956). Además ella enfermedad se ha asoc:iado a las 

tóxinas de P. -hocldtl y B. 6roru:ldupdt:o, reportadu como respollllbles del cuadro 

rinltico (Roop U y cols., 1987).En el trabajo de Huri1 y Switzer en 1968 observaron que 

lechones inoculados a los tres dias de edad con P. -lt«W. serotipo D, desarrollaron sólo 

leves lesiones microscópicas en los cometes y la l>Kteria era eliminada rípidamente. Sin 

embargo, si ta infección era seguida por inoculación con B. 6roru:ltüqtko, P. -ltocúlll se 

establecia y permanecia en la cavidad nasal del cerdo. Se ha observado que aiando B. 

6ro11dbqtko es el unico agente etiológico involucrado, la lesión en los cometes nasales es 

leve y tiende a regenerar espontineamente (Nielsen y cola., 1976; Smith y cola., 1982; 

Rutter y Rojas, 1982). 

Pedenen y Ellin11 (1984) sugieren que la infeccción con B. 6r0111:1"1qtko deprime 

la resillencia de la mucosa nasal y facilita el establecimiento de cepas de P. -~ 

productoras de toxina presentandose las manifestaciones clínicas de la RAP. 
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l.S. TRANSMISION. 

La principal forma de transmisión de la enfermedad es por contacto direc:to a través 

de aerosoles infectados. loa mdos expuestos pueden desarrollar rinitis cataml, farinsitis y 

otras alteraciones antes de manifestar la RAP (Harris y Swiu.er, 1968; Martinelu y col1., 

1982). 

1.6. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE B. 6nntcftllqde .. 

~ 6roMftilqde• puede ser aislada del tracto respiralorio de animalel con 

RAP por medio de rapado nua1 o traqueal. Los ailllamiento1 primarios IOll inoculldu 

usualmente sobre medios aelectivoa conteniendo penicilina, estreptomic:ina y nillalina (füzi, 

1973; Farrin¡ton y Swiu.er, 1977). Generalmente lu placal son incubada a 35-37" e por 

40 a 72 h, y las coloniu reaultantea presentan un color cremoso brillante y borde Uso. A lu 

coloniu presuntivu se les realiza una tinción de Gram, y lu reai:c:ionea bioqulmicu pn el 

género y especie especificas. B. """"'"'""*ª es diferenciada de otros coc:oblciloa aram 
neptivo1 por la utilización de 200 ug de nitrofürantoina por mi en agar (FOzi, 1975). 

Esta bacteria puede crece en apr o medio liquido conteniendo un rnlnimo de 

protclna. Pua un crecimiento nWómo en medio liquido necesita aireación, temperatura de 

35 a 37" e y controlar el pH con un amortiguador de ulel. Cuando crece en apr aanare lal 
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colonia 10n acnenJmente hemoUtiul y brillantes, de un diúnetro de 1.0 • 2.0 mm 

(Goodnow, 1910). 

Sin embarao, exi111en repones de aislamientos primuios nuofiringeos de roedores 

que produjeron colonia no hemoUticu con un diámetro de 0.2 mm delpuea de un cultivo de 

24 h. de inc:ublci6n, ademáa la movilidld de esto• aislamientos fbe detectada en cultivos de 

tre1 dlu (Simpton y Sintmons, 1976). 

1.'7. FACl'OUS DE VIRULENCIA. 

La primera descripción detallllla de una toxina intrll:elular de & ,,_,,.,.,.. se 

realizó en 1939 por EVllll y Mlitland (cit. en 8arcenu, 1993). 

Estudios recientes muestran que la c:aplCidad de producir la toxina dennonecrótic:a 

esta .itamente correlaciolllda con el sndo de virulencia de las cepu. Ella toxina se 

caracteriza por producir eritema, edema, indur1Ci6n y nec:rosi1 cuando ea inyeetada en forma 

intradérmic:a en el euye (Colliap y Rutter, 1915; Hlllada y coll., 1979; Roop D y cola., 

1917). 

La endotoxina de & "-"""'*" litera llgunos proc:elOI respiraloños y la 

ICUlllUl8ci6n de calcio en mitocondriu; este efecto era puecidi> 11 produc:ido por un esl8do 

de biperplnliroidi, el c:ull produce RIOl'Ci6n 6sea con tea- similara a las 
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observada en los cometes llUl!es de cerdos con RAP (Hanis y cols., 1968; 1971 ). Existe 

en furma de complejo proteína-lipopolisacúido en membranas vesiculares, esta endotoxina 

membrana! al pue<:er interst-a con membranas mitocondrillea y ul modifica los prCK:elOS 

enzimiticos mitocondrialea y moñológicos (Hanis y Switzer, 1968). Otro factor de 

virulencia de descripción reciente pan el género ~ es la enzima ldenil ciclua la 

cual cataliza la formación de monofosfato de adenosina clclico (AMPc) (Novotny y cols., 

1985). La adenil ciclua puede jugu un papel tal como evasión de la mpuesta inmune del 

hotpedldor (Demostraron que tobrenadantea de B. pertuuis contenlan un factor que 

inducia una disminución en la producción de iones 111peróxido en rnacróflgos alveolares y 

neutrófiloa alterando la capacidad bactericida de es101 últimos en los que se observaba un 

incremento subllllneial en el contenido intrKelular de AMPc) en la neumonla uociada a & 

brolll:lllMpdu (Montaraz y cola., 1985; Novotny y cola., 1985). 

Con respecto a factores de adherencia, eslUdios 111 llilro revelaron que sólo cepu 

vinalentu de esta bacteria se adhieren a c:éhdu epiteliales de la mucosa nasal del cerdo 

mienll'll que cepu avirulentu lo haclan en forma débil (Y okomiz.o y Shimizu, 1979). 

Aai mismo la infección experimental de lechonea IUICe¡lll'bles resulta en una pérdida 

marcada de cilios en el epitelio respiratorio. La afinidad de & 61WH1düqtka por el epitelio 

llUll ha sido también observada en OU'll eapeciea animales como conejo y perro (Bemis y 

Appel. 1977a; Matsumaya y Takino, 1980). 
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Se ha obllel'Yldo que cepu patógenu de este microorpniuno qlutinan erM>c:itot 

de bovino mlentru que cepu apatóaenu no, corrobonndo asl la existencia de factora de 

adherencia (Semjen y Mqyar, 1985). 

l.L SUSCEPl'IBllJDAD A A.GENTES A.NTIMICROBIANOS. 

Banldlll#I 6nHM:llllqldff es llllCepll'\lle a vuiol qentes llllimlcrolJian1 in vivo e 

hl ..... (Azechi y col1., 1973; Frost y col1., 1976; Switm" y Farrill¡lon, 1975). Switm' y 

Furington reportaron que B. tnHlcllúqlktl l\Je lllJCePlible a lu dropl IUlfommidu, en 

panicular a la sulfimeWina y sulf'onaliuol ( 1975). Eltu dropa flleron efectiva en el 

control de infecci- con ~ en hatot de cenlot; IÍll embu¡o, invacipeionn 

posteriores probaron que se desarrollaron cepu resistentes. Wdkinl y Helland ( 1973) 

eublecieron que aillamientot de B. 6'Mc11Uqdefi recupendu de penoa con 

traqueobronquiti1 fUeron resistentes a lincomicina, penicilina, eatreptomic:ina, nittofilrantoina 

y tilotina. En contrute, muchu de esta cepu bacterianu de pem>1 flleron amceptibles a 

novobiocina, tetraciclina, unpicilina, clonmf'enicol, eritromlcina y "-micilll (Wdkinl y 
. 

Helland, 1973). 

MU recientemente Bemil y Appel (1977) ftmdunmwon que cepu de B. 

tr-.,.,,.. fileron 9UKC¡llibles 1 clorhexidina (Nolvuon) CUllldo 1C evllúo ÚI "*"'• 
mientru que el nolvuon no file Ylliolo en reducir el ..:amero de célulu de Boftldclla en el 

lnleto respiratorio de pem>1 infectadol. El &KUO eventual de mudlo1 qentes 
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antimicrobianos para el control de enfermedades mpiratoriu producidu por & 

lwoitcllúqllefl en cerdos posiblemente es mediada por fic:tores R (plumidos). Hedaes y 

col1. aislaron un plumido de 34.6 mepdllton de una cepa silvestre de B. 6l'0111:1Wqdc11; 

este plásmido confiere resi1tencia a la ampicilina, estreptomicina, sulfonamida y sales de 

mercurio (1974). 

Tenkado y cols. demostraron que 101 fic:tores R acarrean resiltencia a 

sulñdimetoxina, eltreplomicina y aminobenzi1 penicilina presentados en cepu de & 

6nnlt:ltüqdu aislada de cerdos (1973). 

En aenerll Banl«dlll es sensible a eritromicinl, cloranl'enicol, bacitncina, 

benzilpenicilina, tetnclclina, novobiocina o trimetroprin (Olunae y cols. 1973). 

1.9. ACTINOBACILLUS PLEUROPNEUMONIAE. 

.Acthtohdllll1 ,,_,,,, __ ,,_ es una bacteria anaerobia facultativa, 

pleomórtica que se l(llllpa en pares, en c:adenu cortu o en formu filamentosa en cultivos 

viejos. es una bacteria inmóvil, no esporulada, mide de 0.5 a 1.5 um, es Grarn neptiva y 

requiere de &l:tor V (dinucleótido nicotinamida) o ~ para 111 CfeCimiento. Es una 

bacteria capllllllda, lo cual le facilita la coloniuc:l6n de tejidos y le provee protección contra 

101 mec:anismos de defenss del hospedero (Gilbrlde, 1913; Kume, 1985). 
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ActlllOll«ilbu plauop _ _,,_ suele producir colonia 6111, INKOidel, 

redondu, translúcida, conv- y brillantes en BIU,n una bacteria beta·hemolilkl. 

fermentadora de varios azúcares sin produc:ción de gas (Gilbride y Rosendll, 1983; Kume y 

cola, 1985). 

Los medios de c:ultivo que requiere pua 111 ailllmiento deben lel' ricos tales como: 

BID, Todd-Hewit, gelou sangre, aelou choc:olate y soya tripticueina enriquecidos con 

0.01% de NAD y 1% de extracto de levadura Al aillar una cepa de AdllloNdlbu en BID 

o gelo11 sanare ea nec:aario utilizar una cepa nodriz.a de Staphylococcut 1111re111 la cual 

proporciona el fic:tor V, el tamallo de lu coloniu bacterianu va dilminuyendo conforme se 

aleja de la cepa nodriza, fenómeno conocido como satelitiimo (Gilbride y Roaendal, 1983). 

1.10. PU:URONJ.:UMONIA CONTAGIOSA PORCINA 

AClútoNdllu ,,_,,. _ _. ea el aaente etiológico de la pleuroneumonia 

contaP>11 porcina (PCP). La manifntación mú aparente de ata enfennedld es la muerte 

repentina de io. animales y la praencia de hemorn¡ia nasal, debidas al procCIO inftamalorio 

del parénquima del pulmón, con un incremento en la permeabilidad vucular. resultlndo una 

hemornaia y exudación de fibrina (Devenlsh J., Roaeclal S. 1990; 8-G. y llodriauez 

M .• 1990). 
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En México se roport6 el primer brote en el Cllldo de Tiucala y polleriormente en 

los nudos porcicultores del Bajlo (Chan Ch. and cols., 1978; Mylrea P. Cols., 1974; 

Nielsen R., Olander H.J., 1963; Shiefer B. and Greenlield J., 1974; Necoec:hea R., 1980). 

Exi11en filctores que predisponen a los problemas respiratorios entre los que se 

encuentran: cambios bNICOI de temperatura, nlllu condiciOMS de hi¡iene, estrés 

owionado por el manejo de los llÜmlles,, ul como la densidad de la población aninlll; 

juepn un importante papel en la incidencia y sravedld de la enfermedad (Lanclquill J.O., 

1974; Shultz R.A., 1985). 

1,11, TRANSMJSION 

La t1'1115111isi6n de A. plo¡l'rlfl--'- se lleva acabo principalmente por contac:to 

directo de cerdo a cerdo a tnvés de aerosoles, esta forma de ll'lnlmisl6n 1e intensifica 

Cllllldo: 

a) Se utilizan corrales o jaula que permiten el contllllo. 

b) Se mezclan con11antemente animales de diferentes pupos. 

Los brotes se presentan súbitamente y se detectan por la muerte de llaunoa cerdos 

en la tp'lllja o piara (Shultz R.A, 1985) ya que exi11en animales que poseen a la blcteria 

como un comensll del tracto respiratorio superior, de tal manera que puede diaeminane a 
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través del aire, qua o alimentos expandiéndose de esta forma a toda la paira (Byrd W. and 

Kadis S, 1992; Fenwick B.W. and Osbum B.L .. 1986; Fenwick B.W .. 1986). 

1.12. FACTORES DE VIRULENCIA. 

Varios factores de virulencia han sido asociados con la patopnia de A. 

planJ/IM.alÚM, 101 cuales aon: hemolisinu, poliaaciridoa ClplUlarel. lipopolillciridos. 

factor de permeabilidad y proteínas de membrana externa. incluyendo protelnu rquladoraa 

de hierro. Los polisaciridos capsulares aon aerotipo-apec:ífico y pobremente inmuno&énico• 

(FreyJ .. 1988;KumeK.T., 1986;PiojanC., 1986;Uedezef.A, 1987). 

De los 12 serotipos de A. plaroptw_,,. el serotipo 1 muestra una alta virulencia 

en cerdos. la cual es reflejada por la gran zona de hemólisia obaervada en 18af aan¡¡re 

(Deveniah J .. Rosedal s .. 1990). La hemolillÍJla del ..atipo 1 ea una protelna con un peso 

molecular de 104 kd. tiene actividad tóxica para neutrótllos; los cerdos convalesc:ientes con 

pleuroneumonia tienen anticuerpo• neutralizantea contra eaaa hemolitina (Deveniah J., 

Rosedal S., 1990; Frank A., 1992). 

Varios patógeno• producen protelnu que aon capacea de actuar sobre la membrana 

de lu c:élulu animales induciendo su lisis y, por c:omi¡uiente su muerte. La acción de estu 

toxinu se puede detectar mía fkilmente con loa eritrocitOI, y por ello suelen denominarse 

1-lolisinu; ain embargo, problblemente en todos loa cuot tambWn ti.- efecto sobre 
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otras célulu, ldemú de los eritrocitos. La producción de tales toxinu se puede demostrar 

con IKilidad 1Ctivando el microorpniuno en una caja de cultivo con apr 11811p. Durante 

el crecimiento de lu coloniu se libera pane de la hemolisina y se destruyen los eritrocitos 

que la rodean, fonnando una típica zona clara. Pueden encontrarse diferentes grados de 

hemólisis: 

Alfa - hemólisi1: es una hemólisi1 incompleta se presenta con un halo de color verde 

.irededor de la colonia. 

Beta - hem61isis: es una hemólisis completa se presenta por medio de un IWo 

trllllplrenle (zona clara) alrededor de la colonia. 

Gamma - hem61isis: no se observa ningúll cambio alrededor de la colonia: no hay 

hemólisi1 (Brock y cola., 1987). 

Ellas hemolilinas no solo parecen intervenir en la pa1oaenia de la eafermedad, lino 

que también se les ha utiliado como antlsenoa en pruebas seroJósicu enfocadu a 

identillcar animlles infectadot (Devenish J. Cob., 1990). 

Devenish determinó la rapuesta humorll y la inmunoprotección en cerdos 

innmnizados con la hemolilina purificada del serotipo 1 de A. ,,_,.,,,,,,._._ y 

desalladot potterionnente con la bacteria virulenta. La uociación entre anticuerpo• 

neu1rllizantes y la inmunoprotección indican que Ja hemolilina ea un imponame filc:tor de 

virulencia. Se ha reportado que las hemolisinaa de A. ,,._,,,.._,.. pertenecen a una 
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familia de toicinas estructuralmente similares, presentes en varios séneros b"'erianos (Wefch 

R.A., 1991). 

Esto último puede acarrear problemas en lu pruebu serolósic:u. pues intecciones 

con otros microorpnismos pueden producir resultados filso1 positivos. Bort/d#llll 

6rrnletmqdc• es un patóseno del tracto respiratorio cuyu cepu virulentas son hemoUticu 

ht l'itro; es poco lo que se sabe acerca de 11(1) hemolisinl(1) de B. llroMllúqlie• de 

manera que 101 objetivos de este trabajo son: 
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2.0BJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Obtener la hemolisina de la cepa LBF de ~ 6rollc~ y establecer una 

posible identidad serológica entre lu hemolilinu de llonllUll4I 6roltc/ebqllft y 

AtdlllliHldlbu p/alrop-lffDlllM. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

• Determilw mediante la cinética de crecimiento de ~ ""-llilqlka el tiempo de 

mixima produc:ción de hemolisina y si es excret..ia al medio de cultivo. 

• Obtener la hemolisina de una cepa hemolltica de ~ broitc/ebqllft mediante la 

técnica de precipitación de protelnas con lllllfato de amonio en &to. 

• Establecer el patrón eleetroforético del sobrenadante de la cepa hemolltica de IJonlMllll ,,,._,,...,, 
• Intentar su identificación aerolósica con la técnica de inmunoelectrolrllllfeml. 

• Establecer una posible identidad serológica con la hemolilina de AdllloltMll/u 

,,_,.,,_a>IÚM en un modelo experimental de infección: en el conejo. 

" 



3. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

3.1. MATERIAL BIOLOGICO 

3.1.1. Cepu. 

Se tnbajó con la cepa de """'*'1ll 6nNlc61upfb LBF, ailllda de un cerdo con 

siano• cUnicos de RAP (proporciOlllda por Wellcome ll-" Laboratories Beckenham, 

ln&laterra). La cepa se conaervó a -196º e. 

3.2. MEDIOS DE CULTIVO. 

Loa medios de cultivo empleldos fueron placu de 1811' Mac Conkey, bue de 1811' 

sangre y medio liquido de lnlillión de cerebro y corazón (BID). 

U. REACTIVOS. 

Todoa loa readivoa em.,i.lot pua la elaboración de ate tnbljo fueron de marca 

Blker, Men:k y Sipna de pilo reai:tivo y loa mediol de cultivo lberon marca Bioxon. El 

conjupdo (anUcerdo peroxidldo) marca Sipna fbe dollldo por 101 Laboratorioa NICionalel 

de Servicio1 Veterinarios, NVSL, Unidad de Reactivol Viriles, unes, Iowa, E.U. 
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3.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DEL 

MICROORGANISMO 

La cepa de B. broc/tiuplk• se cultivo en agar Mac Conkey, a la CUll se le realizaron lu 

sisuientes pruebas para verificar su taxonomla: Tinción de Gram, catalua, oxidasa, 

pruducción de HzS, indol, motilidad, ureua, citrato, nitrato, oxidación /fermentación e 

hidrólosis de carbohidrato& (sacarosa, lactosa, maltou y manitol) (Cowan, 1974; Mace 

Faddin, 1980). 

3.5. PRUEBA DI SENSIBILIDAD DI B. broM/tiuplk• A ANTIBIOTICOS. 

En una placa con medio Mac Conkey se tembró la bacteria en forma masiva y 1e 

procedio a colocar un leRIÍdisco sobre la superficie de la placa, se incubo a 37" C durwe 

48h. 

3.6, CINITICA DI CRECIMIENTO DE llort#Ulltl 6roMlúlqlka. 

Se sembró la cepa de B. llrtntelliMptk• en una placa de asar Mac Conkey en fonna 

masiva incubándose a 37" C durante 48 h. Posteriormente 1e inoculó un matraz que contenla 

SO mi de caldo BHI con una asada de bacterias tOllllda del crecimiento bacteriano anterior y 

se incubó durante 48 ha 3,. C en qilación co11111nte a 160 U/min. 
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Posteriormente a lu 48 h de incubación se inoculuon matraces que c:ontenlan 300 

mi. de caldo BID c:on un volumen equivalente al 10% vlv del total del mismo medio, 

incubindose a 37" C en a¡¡itación constante a 1 so rpm. Posteriormente se tomaron muettru 

al tiempo cero y cada dos horu para detenninar la absorbancia a una longitud de onda de 

6SO nm; ul como pua verificu la pureza del cultivo (en una caja de agu Mac Conkey se 

colOCll'on 20 ul de sobrenadante y se incubó a 37" C durante 48 h). 

3.7. PRODUCCION DE BEMOLISIS EN AGAR SANGRE 

Se siguió el mismo procedimiento descrito en el punto 3.6. El volumen extraído de 

cada muestra se centrifugo a 3 SOO rpm durante 1 S minutos al sobrenadante obtenido se le 

determinó la actividad hemoUlica de la siguiente manera :Se colocaron 20 uJ del 

sobnnadante en placu de asar sangre al 3%, empleándose eritrocitos de diferentes especies 

(bovino, camero); las plac:as se incubaron a 37" C durante 48 h. Posteriormente se observó 

la producc:ión de hemólilis. 

3.1. EXTRACCION DE LA BEMOUSINA DE /1 6rtnfelliMptk• 

Conocido el tiempo óptimo para producir el mayor gndo de hemólili1, se procedió 

de la misma forma que se describe en el punto 3.6. Trwcunido el lapso de tiempo 

establecido se procedió a la exlrll:ción de la hcmolisins, mediante la siguiente tecnica: 
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3.1.1. PRECIPITACU:N CON SULFATO DE AMONIO. 

El cultivo bacteriano ie centrifilsó a 18 000 rpm durante 15 min, para obtener el 

sobrenadante. 

Al sobrenadante se le adiciollll'on lentamente 300 mi de la solución saturada de 

sulfato de 11110nio (pH 7.8), con asitación constante y en Wnlra de hielo. Se continúo 

qitando dunnte 25 minutos después de terminada la ldic:ión del sulfato de amonio. 

La IUl¡lelllión se dejó reposar durante 1 S minuto• a 4° C. Poateriormente se 

c:entrifilgó a 4 000 rpm durante 1 S min, el precipitado obtenido se rawpendió en solución 

lllina filioló¡¡ica (SSF), y se dializó 48 h en SSF en fiio manteniéndose en qjtac:ión; durante 

ate lapso de tiempo se le ralizaron do1 Cllllbios diario• de la soluc:ión para eliminar 

completamente el sulfato de amonio (se tomaban alicuow de la SSF y se le realizaba la 

prueba con cloruro de bario (0.1 M) para detec:llr la ausencia de llllfato ele amonio). 

La muestra clil1izada file concentrada mediante el método de azúcar glus, 

panündole huta 111 utilización a s• c. 
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3.1.2. ANALISIS DEL EXTRACTO DEL SOBRENADANTE BACTERIANO 

Se realizó la cuantificación de proteínas por el método de Bradford (1976) al 

sobrenadante bacteriano de la cepa de B. lmHleillHpdn trm.jlda, ui como la prueba de 

homólisiun asar sangre (anterionnente descrita). 

3.9. OBTENCION DEL SUERO DE CONEJO HIPERINMUNE 

Se emplearon dos conejos Nueva Zelanda de aproximadamente 2 ka de peso 

corponl para la obtención de suero hiperinmune; empleando el antlgeno de B. 

brrHu:llilqlka cepa LBF preparado como se describió en el punto 3.8; mediante el 

sisuiente protocolo de inmunizlción: 
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PROTOCOLO DE INMUNIZACION: 

Tomado del Manual de Pricticu de lnmunologla (del IPN) 

Inyección 

# 

(1) 

(2) 

(3) 

. (4) . 

(5) 

Ola 

o 

15 

30 

31 

32 

39 

Dosis 

5.01118 del antlgeno disuelto en lml de 

salina. emulsionados en el mismo 

volumen de adyuvante completo de 

Freund. Vla l.D. 

5.01118 del antlgeno disuelto en !mide 

salina, emulsificados en el mismo 

volumen de adyuvante incom pleto de 

Freund. Vla l.D. 

0.250 ms del antlgeno en 

solución salina. Vla l.V . 

0.500 ms del antlgeno en 

solución salina. Vla l.V. 

1.0 1118 del antlgeno en solución 

salina, vla l. v. 



3.9.l. DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS AGLUTINANTES 

La titulación del suero hiperinmune obtenido se realizó por medio de la prueba de 

aglutinación en microplaca, de la siguiente manera: Se colocaron 20 ul del suero problema 

en el primer pozo de una de lu hileru de la microplaca y se qrepron 80 J.11 de PBS pH 7 .2. 

Poaterionnente se realizaron diluciones dobles en el reato de los pozos de la mi111111 hiler1, 

considerando un volumen final de SO ul por pozo y después se alladieron SO ul de la 

suspensión de B. lmnt&ld#plk• cepa LBF i!IKtivada con forrnaldehldo al 0.3% a cada 

pozo, se agitó y se incubó a temperatura ambiente durante 24-48 h aproximadamente y se 

procedió a realizar la lectura. Se coruideró una prueba positiva cuando se observó una clara 

aglutinación, y negativa cuando se observó la formación de un botón de bacteria. El titulo 

se reponó como míxima dilución donde se observó aglutinación. 

3.10. ELECTROFORESIS DE LOS EXTRACTOS BACTERIANOS EN GELES DE 

POLIACRILAMIDA DUODl:CfL.SULFA TO DE SODIO (SOS). 

Se empleó un sistema de geles discontinuos de acuerdo al procedimiento de Laemmli 

(1970); se utilizó un sel de separación al 12.S%, uno de concentración al 3.7"/o y la solución 

amonigu..iora de corrida fue Tris 0.02S M, glicina 0.192 M-SDS al 0.1%, pH 8.3 (ver 

apéndice). La mezcla del sel de separación se vinió rápidamente al molde de electroforésis. 

Una vez que el gel polimerizó se ldicionó la muela del gel de concentración, se colocó el 



peine de 1 S dientes, el CUll se retiró c:uando el gel hubo polimeri.zldo, quedando de ella 

forma los carriles bien definidos. 

3.10.1. PREPARACIÓN Y CORRIMIENTO DE LAS MUESTRAS. 

Se colocaron 101 111 sullcientn de muntra que comuYienn aproximldamente 20 ug 

de protelna en tubo• Eppendorf debidamente etiquctldos, ae les a¡regó el mismo volumen 

de solución digestora (ver ll*ldice) se mezclll'on y se mantuvieron en ebullición en Rallo 

Maria durante 3 min. Posteriormente con la ayuda de una jeringa Hamilton se colocó el 

volúmen preparado de la muestra en los carriles del gel de concentración. junto con la 

muestra problema se conió en carrilea adymcentn marcadora de pao molecular 

(Folforilua b, 94 Kd; Albúmina lérica bovina, 67 Kd; avo.1búmina, 43 Kd; Anhidrua 

carbónica, 30 Kd; lnhibidor de tripsina de soya, 20. I Kd y Alfl-lactoalbúminl, 14.4 Kd), 

con el fin de tomarlos de referencia y poder realizar el cilculo de 101 pesos molecul- de la 

proteinu desconocidu pmentes en la muestra. Junto con la muestra problema de B. 

brrHtt:llüqliu se corrió un concentrado del extracto del sobrenlldante de un c:ultivo de A. 

,,_,.,,,,__., aerotipo 1 (muestra preparada anterionnente por medio de la técnica de 

precipitación con sul&lo de amonio, para otro ettudio). 

La electrofóresis se conió a 20 mA hasta que lu muestru penetraron en el gel de 

IOJllr&Ción y posteriormente a 25 mA huta el momento en que el colorante que llirve de 

nferencia Uegó al final del sel de aeparación. 
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U0.2. TINCIÓN DE GELES DE POLIACRILAMmA DVODECO.SVLFATO DE 

SODIO CON AZUL DE COOMASSIE R-250 (A.C.). 

Se dnensamblaron lon1oldcs del gel cuidadosamente, se separó el gd concentrador 

del gel separador y se colocó este último en la solución tellidora (ver apéndice) durante 12 h. 

Una vez transcurrido el tiempo se sacó cuidadosamente y se colocó en agitación en la 

solución dcstellidora 1 (ver apéndice) durante 1 h aproximadamente. Posteriormente se 

ll'llllfirió a la solución dcstellidora U (ver apéndice) balta que d colorante en d gel se 

eliminó y lu bandu de proteinu se distinguieron perfectamente. 

U0.3. DESHIDRATACIÓN DE LOS GELES DE POLIACRILAMmA DVODECIL 

SULFATO DE SODIO 

Una vez dcstellidol los geles " swnergieron en la solución COllNmldora {Melllllll 

SO"lo; Glicerol 10%; Agua 40%) en refiigeración durante 12 h. Después se colocaron en el 

aparato secador de geles (HOEFER SCIENTIFIC INSTllUMENTS -dryaeljr· Modelo 

SES40). que COlllÍlle en una panilla IObre la cual se colocaron 2 hoju de papel filtro 

Whatman No. 1, IObre ésW los geles. después una placa de plUtico dura y por último una 

de plútico ftexible. Ella última permitió que 11 momento de conectm' la bomba de vado el 

llÍllema " adiar y con el calentamiento de la parrilla. en 1 h aproximadamente loa gelea se 

deahidrataron, para de esta forma anlliurloa y COlllerVllloa. 



3.10.4. CURVAºPATRÓN DE LA MOVILIDAD RELATIVA DE PROTEiNAS. 

Se elaboró una curva patrón que mostró la relación entre el logaritmo de los pesos 

moleculares de lu protelnu estíndlres (eje de lu Y) y la movilidad relativa de estu 

protelnu en el gel de poli1erilamida (eje de lu X). La recta file ajustada mediante el 

tratamiento matemüico de núnimos cuadrados y a través de una regresión lineal sé 

determinaron los vllores de 101 pesos moleculares de lu protelnu problemu de lu 

diferentes muestras trabajadas. 

3.10.S. CÁLCULO DEL COEFICIENTE DE MOVU.IDAD RELATIVA (RF) DE 

LAS PROTEINAS 

La movilidad relativa de lu protelnu contenida en lu muestras colllille en el 

desplazmniento que tienen éstas con respecto a la distancia total que corre la muestra, este 

dato se obtuvó con la siguiente fórmula: 

DillUICia recorrida por lu protelnu (banda). 
Rf~~~~~~--~~~~· 

Distancia totll recorrida por la muestra 
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l.11. PRVEBA DE INMUNOELECTR011lANSFERENCIA (IET) EN PAPEL DE 

NITROCELULOSA 

Se colocó con cuidado el gel de poliacrilamida con lu proteínu a transferir sobre un 

papel filtro previamente humedecido con el amortisuador de tl'llllferencia (ver apéndice) y 

se procedió a colocar a los integrantes del sistema en el siguiente orden: 

Acrilico------·-­

Fibra---··------

Papel filtro---···---· 

Nitrocelulosa 

Gel de polilCrilamida ·----

Papel filtro---·-·----
Fibra----·---­

Acrilico 

Lo anterior se colocó en el cauette del aparato de electrotruWerencia (GENJE 

BLOTl'Ell Modelo 4017, Idea Scientific Company). Al colocar el papel sobre el gel se 

verificó que no existan bwbuju entre ambu superficies ya que esto evita una tl'Ullferencia 

óptima. Posteriormente se colocó el cusette en la c:Uwa de trauferencia, se conectaron 101 

electrodos de tal manera que el cúodo quede del lado del gel y se conectó el sistema a la 

fuente de poder (BATI'ERY CHAllGER SCHAUER MOD. 4612, Idea Sacientific 

Company). La tranlfcrencia se realizó durante hora y media a 12 volts. Al término de la 
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transferencia M cortó una tira de O.S mm de ancho y se procesó para detectar tu protelnu 

transferidu mediante la tinción con negro de unido. 

3.11.1. TJNCION CON NEGRO DE AMIDO DE LAS PROTEINAS 

TRANSFERIDAS. 

Se colocó la tira de papel de nitroceluloaa (NC) en un reeipiente con solución de 

l1e810 de unido U 0.1% (ver apéndice) por un lapso de S min, tl'llllalrrido ate tiempo M 

lavó con qua datilada por 1 min y polteriormente con la solución deatellidora (la mi11111 

para la tinción sin el colorante) tu veces que tüeron neceaariu para obllel'Vll' la aparición de 

tu banda. Por último se enjuasó con agua destilada para remover 101 residuos de la 

solución deltellidora. 

3.11.2. ENSAYO INMUNOENZIMA TICO 

A) RacciH de lal ftlradel de lal IObnudaahl bactertu. CH el lllH'O 

lllperill••ae LOI reactiYOI 11dlilldD1 ea esta c&alca f'lltroll : 

• Suero anti-conejo peroxidado (Sipna a: Chemicala Co.). 

• TBS, pH•7.2 (ver apéndice) . 

• Solución reveladora (ver apéndice). 

• Suero de conejo. 



B) Reaccl6a coa el 1uero problema 

El papel de NC con lu proteinu transferidu 1e colocó en un recipiente con la 

solución de bloqueo (leche descremada al S'lo) durante 1 hora en a¡itación. Se realizaron 3 

lavados con buff"er TBS-Tween 20 11 0.05'/e y polteriormente se conaron tira1 de 5 mm de 

ancho y se colocaron dentro de tubos de emaye. Posteriormente se qreaó 2. mi de los 

diferentea sueros problemu diluidos 1 :SO y 1e incubó durante 1 hora en a¡itaA:ión a 

temperatura ambiente. Después lu tiras se lavaron 7 vecea con buffer TBS-Tween 20 11 

0.05%. En IOllUida 1e aaresó 1 mi del conjupdo a cada tubo, se incubaron 1 hora en 

a¡itación a tempentura ambiente. Po11eriormente se lea realizó una aerie de lavadol, 

después se lea qreaó 1 mi de solución de revelado, se incubaron 15 minuto1, 1e lavaron lu 

tiras con TBS y por último 1e dejaron secar a temperatura ambiente. 

Lu bandas 1e tilleron de color violeta. 
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4, RESULTADOS 

4.1, PRUEBAS BIÓQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DEL 

MICROORGANISMO. 

En la Tabla 1 se presenlln lu pruebu bioqulmieu corTeSpondientes a la 

identificación de la cepa LBF de B. '"°'"llilqtk• empleada en este estudio y 101 resultados 

obtenidos concuerdan completamente con los reportados en la bibliosnfia (Cowan, 1974). 

Con rnpecto a la morfologla colonial en asar Mac: Conkey a las 48 h la cepa LBF preMntó 

coloniu pequellls de forma circular, brillantes, con elevación convexa y bordea regulares. 

4.2, PRUEBA DE SENSIBU.IDAD DE B. IHYHtelúlqtk• A ANTIBIOTICOS. 

En la Tabla 2 se describen los resultado• oblcnido1 para esta prueba, de la cual ae 

desprende que el cloranfenicol es el antibiótico de elección ya que ae obseivó una mayor 

zona de inhibición del crecimiento de B. broliellbqtk•. La concentración de antibiótico a 

la cual se observó una mayor inhibición del crecimiento bacteriano en agar sangre file de 

1200 ugfml de medio. 
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TABLA! 

Resultados de lu pruebas bioquÍmii:u raJizadu a la cepa LBF de~ 

(-),..... 
(•)­

(P)F-

PRUEBA 

GllAM 

CATALASA 

OXIDASA 

PRODUC.H2S 

INDOL 

MOTll.IDAD 

UREAS A 

CITRATO 

NITRATO 

Off 

SACAROSA 

MALTOSA 

RESULTADO 

+ 

+ 

+ 

+ 

+, 

+ 

F 

n 



TABLA2 

Resultados Cllllitativos dd antibiognma ra1iZldo a la cepa LBF de~ 

·llnHu:lüuptk• 

ANTIBIOTICO 

<•>­
(~-­

(11)-

Cloranfenicol 

Netilmicina 

PefloXICina 

Gentamicina 

Cuberdcilina 

CRD 

Sulfametoxuol 

Cefalotina 

SENSIBll.IDAD 

s 

s 

R 

R 

R 

R 



4 • .J. CINETICA DE CRECIMIENTO. 

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos de la cinétii:a de crecimiento de 

la cepa LBF de B. 6"Htc/IUqlk• y en la Fisura 1 la curva correspondiente. De esiu se 

desprende que a lu 24 h se observó el mayor crecimiento bacteriano . 

..... ACTIVIDAD llJ:MOLITICA DEL SOBRENADANTE DE B. broM1llMplkll 

Para esta prueba se relizaron una serie de modificaciones, debido a que se observó 

que la bacteria se encontraba presente en el sobrenadante aún cuando era centrifilpdo a 18 

000 s durante I~ minutos. Esto impedla determinar si la hemolisina se excretaba o no. Por 

lo que se procedió a trabaju con medios de asar sangre que contuvieran Cloranfenlcol, el 

CUl1 inhibe el crecimiento de la bacteria. 

Después de ra1iZldo lo anterior no se obtervó crecimiento bacteriano en asar 
saqre-cloranfenlcol, pero si se presentó zona de hem6lisi1 (B·hem61isis) la cual se muestra 

en la Figura 2; con lo cual se establece que la hemolisina de B. broM1llMplkll es un 

producto de excresión. Con respecto a los tipos de eritroeitos empleados en la preparación 

de lflll' ungre se observó que en el agu pRplrldo con lo• eritrocito• de c:amero, la zona de 

hemólisi1 file mú visible que en el medio que se preparó con los eritrocitos de bovino Figura 

3. Por lo que la prueba de bem61illil se realizó con agu sangre de camero. 



TABLA.) 

Resultados de la cinética de crecimiento de la cepa LBF de Bonktcllll brochiseptica 

HORA 

o 

2 

4 

6 

12 

16 

20 

24 

26 

30 

41 

·i..----·-.......... 

DENSIDAD OPTICA• 

.02S 

.079 

.214 

.372 

.434 

.sos 

1.017 

1.285 

1.111 

1.042 

1.062 



,, 

FIGURA 1 

HORA 

_._Media de lol vlloerel 

ResultadOI de .. ciHtlu de crecimiento de .. cepa LBF de B. 
brollCll/sqde• 



FIGVRA2 

aa.ltMlostt. ,.,,..,. b-'bú111,qar~111kol 

En la fisura se muestrala actividad hemolitica del sobrenandante bacteriano (no hay 

crecimiento bacteriano); por lo cual la hemolilina es un producto de excresión. 

37 



FIGVRAJ 

___ I 

Co•puacl6• de la aetlvldu •e11olfde8 del aobreaadute del cultivo de ~ 

~lllMptkfl et1 A.S. eo• eritroc:lt11 de ea111ero 7 A.S. en erltncltoa de bovlao. 

Se observa mejor la zona de hemóHlis en agar sanare de cammi que en el agar sangre de 

bovino, debido a este ttlbajó c:on eritrocitos de wnero. 

JI 
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En la Tabla 4 se reportan 101 reaultldo1 obtenido• de la actividad hemolitic:a del 

IObrenldante del cultivo de & lrtMeltüqda a laa diferentes horu de incublCión de la 

c:inétic:a de crecimiento. Donde la mayor producción de hemólisi1 se presentó a lu 20 h 

(Para cada hora se empleo una caja diferente). 

4.5. OBTENCION DIL EXTRACTO DIL SOBRINADANTI DE & brwtc ...... 

El precipilldo obtenido del aobrenldante de un cultivo de 24 h de & .,.,,_,,,,..,, 

praent6 un color lllllrillento. 



TABLA4 

ldentiflcaci6n de la actividad hemolitic:a del IObrenante del c:uitivo de BotWulltl 

HOllAS 

o 

2 

4 

6 

12 

16 

20 

24 

26 

30 

41 

,.,_ ... _ 
(·)No•--· 

HEMOLISIS 

+ 

+++ 

++ 

+ 

+ 

+ 

.. 



4.'- ANAUSIS DEL EXTRACTO DEL SOBRENADANTE BA<."l'EIUANO. 

Se elaboró una curva patrón, 101 valora de éala 1e reponan en la Tibia S y en la 

Fipn 4 la c:wva correspondiente. La COllCenlrlCi6n de proleinu obtenida del extracto del 

sobrenadlnte bli:teriano file de: 6.04 mglml. Para comprobar la ICtividad hemolitica del 

exttll:to bli:teriano 1e ralizó la prueba de hcmblllia en lpl' 11118Je, la cual retUlto poaitiv1; 

con lo que 11 confirma la praencia de la bemolilina en el aobrenadante. 

4.7. ELECTROFORESIS DEL EXTRACfO DEL SOBRl:NADANTI: 

BACTERIANO 

Loa valora de movilidad relltiva (Rf) de las proteútu de pao molecular conocido 11 

reportan en la Tibia 6, con los cullea 11 ellboró la curva patrón preaentlda en la Fipra S. 

El patrón eleetroforélico en gel de poliacrilamida 11 muatra en la Figura 6 y en la 

Tibia 7 1e reportM loa valora de loa pnoa molec:ullrea de lu proleinu preaentes. En la 

Figura 7 1e mueatra el patrón elel:lrofontico en gel de polilCrilun!da de loa extractos 

blcterilnos de B. lrold,,._ cepa LBF y A ,,_.,_,,.,. aerotipo 1 (este último 

file prepando para un trlb9,jo Interior). 
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TABLAS 

Vllorea para la curva patrón de proteinu (595 nm) por el método Bradf'onl (empleando 

albúmia sérica bovina c:omo protelna patrón) 

CONC. DE PROTEINA 

20 

40 

60 

80 

100 

PROBLEMA 

earr.a.•.~·.o.-.-•...-o.cm1 

1 ABSORBANClA(ísfml) 

0.061 

0.119 

0.190 

0.240 

0.308 

0.185 



i~~}j,:'_:;J:i/,!/!;::'':'. :::: /!':<~ 0''\ ::;· ,·' , ' ," , ;: 
{~.:~-I~~'.;:~r:= ·"",:}. 

;~v·~ : . .-~ 
e;;.,: :·.· :~: . .-.(· , . 

;',>'.;::·,,:,;_; 
i.;<:.::,; 

<:~ 1 
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TABLA6 

Vllor del coeficiente de movilidld relativa (RF) y logaritmo del peso molecular (Los PM) 

de tu proteínas patrón. 

PROTEINA PATRON PM LOOPM RF 

(Kd) 

Fosforilua b 94 4.9731 0.2018 

Albúmina sérica bovina 67 4.8261 0.3945 

Ovollbúmina 43 4.6335 0.6606 

Anhidrua cubónica 30 4.4771 0.7431 

lnhibidor de tripsina 20 4.3010 0.9817 
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FIGURA 6 

Patron electroferético del extracto del sobrenadante de Borilete//t1 bronchiseptica cepa LBF 

y A. p/europnemoniae serotipo 1 

A• Albúmint Mrica bovimi 

B• Pesos moltcularn (KD) 

C= Sotnnldanle de 8. broncltJHptica cepa LBF 

O• Sobrenldlnle dt A. pleuropnwnon'- suotipo 1 



TABLA7 

PelOs moleculares de lu protelnu del exlrlclo del sobrenadante de la cepa LBF de 

~ 6-,.,,.. en pi SDS·poliacrilamida. 

BANDA PM(ICd) 

103 

2 86 

3 IO 

.. 76 

5 68 

6 49 

7 31 

., 



4.1. REACCION DEL SUERO DE CONEJO CON LOS EXTRACl'OS 

BACTERIANOS EN LA PRUEBA DE IET 

Una vez realizada la tranñerencia a papel de nitroceluloaa (NC) de los patrones 

electroforéticos de los dos extractos bac:terilllOs ae pulieron a reaccionar con el suero de 

conejo inmunizado con el extracto del sobrenadante de & bnMclúsqflff.En la Fipra 8 ae 

muestra el patrón antiaénico de & tnMcllbq#ks cepa LBF y A. ,,_,.,.._,,¡. 
aerotipo 1. En donde ae observa que para B. brolle"""*" se reconocieron 4 bandas de: 

66, 62, S2, y 38 Kd de peso molecular y para A. ,._,,_,,.,, no ae observa ninaún 

tipo de reconocimiento (no se detectó la.,,_¡. de bandas). 



FIGllR.\ 8 

Patrón antigénico de los extractos bacterianos B. hronchiuptic11 cepa LBF'·" y de A. 

pleuropnem1mi11e "" serotipo I. 

El suero hiperinmune empleado para el revelado fue de un conejo inmunizado con el 

extracto de B. hmnchi.<eptica. 

~o . 



S, DISCllSION 

La porcicultura se encuentra lfectlda rejUlarmente por lu cnfermedldea infecciOlll, 

siendo lu respiraloriu lu principalea CIUIU de mo11>ilidad y mortalidad; 11111 Cllllldo exi~en 

dudas llCel'C& de 111 etiolop, ~ 10n alribuiclu principalmente a lu bll:teriu del aéftero 

Aunque la patogenia de la pleuroneumonla collll8iou porcina (PCP) no ella 

totalmente definida, en loa últimos llloa la atención 1111 ha centrldo en varioa lictores de 

Yinllencia entre 101 CUllea se encuentran las exoloxinu y endotoxlnu de lfcd,.,,.•d/14• 

,,_,,,, _ _.__ Se han deaerito toxinu con actividad hemolltica y/o cito1óxica en todos 

loa iierolipoa eatudiados de esta blcleria (Deveniah y Roseadal, 1990). 

Tun!IMn 1111 Abe que en la diacminación de la PCP juepn un importante papel loa 

4*dos ~ infec:t.soa, por lo que la identificación terolósica de este lipo de 

animalea no ea sencilla debido a que en muchu explotacionel porcinu 1111 innulia a la pilla 

(Fenwick, 1916; Udeze llld Kadla, 1992). Esto 111pondria leoricamente que la diCerencilldón 

entte Un ulilnll innuni1.ldo y uno infstado podria reali7.ane empleando la hemolisina como 

antl¡eno, uumiendo que el UIÜllal infectldo tendria anticuerpoa contra la toxina y d cerdo 

inmuniudo no. 
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Devenilh (1990), detenninó la respuesta humoral y la inmunoprotección en cerdos 

inmunizados con la hemolisina purificada de A. ,,_,.,,,,.._,,. serotipo 1 y desafiados 

posterionnente con la bacteria virulenta. La asociación entre loa anticuerpos neutraliuntes y 

la inmunoprotección indican que la hemolisina es un importante factor de virulencia. 

Bathia y col. (1991), observaron en un modelo de ratón que la hemolisina purificada 

(IOS Kd) confirió protección parcial al desafiar a 101 ratones intranualmente con una dosis 

letal de A. plalroplleMOIÜM serotipos homólogos y heterólogo1, sin emb&rso también 

observaron que el serotipo puede diferir en su habilidad para producir la hcmolilina. 

La hemolisina de A. plalrop•--'- serotipo 1 fue purificada y cmcteriuda 

como una proteina de 1 OS Kd mediante la técnica de hibriz.ación del DNA; demostrando 

también que contiene frasmentos de DNA que son partiQllannaue homólogo• a 101 genes 

de E. coli (hly A y hly B), (Gygi, 1990). Por lo que lu hemolisinu de A.,,_,.,,,,._,,. 

pertenecen a una fanlilia de cllotoxinu denomillldu RTx (toxinu estructuralmente 

similares) (Strathdee y Lo, 1989) e incluyen estructuru rellCiolllda citotoxinulhemolisinu 

de un amplio rqo de bacteriu gram negativas, incluyendo E. coU, P. ~ "'°""6 

lllbUUU, Proulu. W. M.,..U. -.Mil. A. p/otlop--111# y A. 

~MeOMitclu (Lo et al., 1989; Konnakis et al., 1988; Lally et al., 1989; Change 

et al. 1989).0euionando con esto mayor problema para la identificación serológica ya que 

puede dar resultados falsos positivos. 
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Nakue (1957b y 1957c) y Roop 11 y col. (1917) describieron lis dif'erenciu en la 

morfologla de las colonias de B. bro11cliiuptk11 observadas enlre lu 4 fases que pretenta 

este microorganismo, denlro de las cuales se encuentra la actividld hemolltica del mismo. La 

fue 1 corresponde al primo aislamiento y el cultivo de 24 h de incubación presenta colonias 

pequellas, redondu, transparentes, convexas, superficie lisa brillante con bordes definidos y 

con la caracteristica de producir hemolisia (en .,..-sari¡re). La cepa LBF de B. 

brolle/úuptk• utilizada para la realización de este trabajo se clasificó dentro de ta fase 1, 

tnbajo realizado por Bucenu (1993), sin embugo es poco to que se conoce acerca de las 

hemolisinas que presenta esta bacteria. En el presente estudio se encontró que ta hemolisina 

es un producto de excreción de ta bacteria. 

El diagnóstico de la infoc:Qón ocasiolllda por B. lw11e'1Mptlea en tu gnnju esta 

actualmente basado en el aislamiento del microorpniamo. No obstante, con ta aceptación de 

B. brotteiúqtk• como una de las causas primariu de la RAP, varios estudios para 

determinu los niveles de antieuerpoa han indicado que las pruebas serotógicas pueden ser 

útiles en el dilanóllico de ta enfermedad <Xana y col., 1974; K-,, 1973; Kemeny y 

Amtomer, 1973; Osata y col., 1973). Pascale y Nicole (1993) observaron que después de la 

infeceión con B. ..._.,.,,._ virulenta se presenta una primera sintesia y ta persistencia 

de anticuerpos anti-adenilcictasa-hemolisina y anti-hemqlutininu filamentosas en el suero 

de raiones infectados, lo que sugirió persistencia de ta bacteria o de sus antlgenos; -

resultados indicaron que el complejo adenilato ciclasa-hemolisina juega un papel importante 

en ta virulencia de esta bacteria y es un antígeno protector contra la infoc:Qón. 



Montaraz y col. ( 1985), identificaron un antia- proteico de membrana externa de 

68 Kd, el cual polleia actividad de adenilato ciclua, empleando 101 anticuerpos 

monoclonala 8805 y 8807; observaron que la inyección puiva del anticuerpo 8805 

protesía 11 ratón de la infecc:ión cuando era 1CT010lizado con la & ~llilqtia. 

Polteriormente se puri&có el antlaeno de 68 Kd por cromato¡rafta de afinidad 

bulda en 8805, se evlluó 111 potencia para inmunizar ll:livamente a ratona contra el 

daúio intraperitoneal o por aeroso~ observando una disminución de 101 nivela de 

mortalidad y/o 101 comeoa bacterilllOI en pulmón (Momaraz et 11., 1985). Novotny y col. 

(1985b) en otro CllUdio observaron la IUtellCia de la protelna de 68 Kd en cepa no 

patópnu de & ilrlMellúqlln mientras que cepu virulentu 11 la praentlbln. 

En Cite tnbajo se observaron 7 protelnu del extracto de IObrenadante de la cepa 

LBF de & ilrlMellbqdu, mientras que en el enfi'entamiento con el suero lúperinmune de 

conejo comra esta cepa se observaron 4. La protelna de 66 Kd file reconocida por el lllOfO 

hiperinmune de conejo por lo que .. podria inferir que .. trata del mi111111 antlpno 

reporhdo por Montaraz y col. (1985) y Barcenu (1993). Aún cuando loa animala de 

laboratorio (conejo) no son loa holpederoa naturalel de .,,..,., tro.elúllqdce. resulta 

indilpOllllble emplearlos como modelol experimentllel; ya que 11 NI' lenlibles a la 

infección, noa proporcionan una serie de l'CIUltados lo1 cuila podrian ser tratados de 

reproducir en el holpedero natural (cerdo) extrapolando éate milmo protocolo. Tocio C110 



con el fin de determinar si lu protelnu rec:onocidu por el IUel'O de conejo tambWn 10R 

inmunogénicu para el cerdo. 

En cuanto a los raultados del enfrentamiento del suero hiperinmune de conejo de & 

6-llüqllu comra el exttlelo del sobrenadante de A. ,,_,,,,,,._. serotipo 1 

(hemolisina) • puede atab'-que no exilte relación MJrOló¡ica en1Je ambu hemolilinu. 

Por lo que la hemolilina de B. lnNlcAúqdc8 no pertcnoce al srupo de la citotóxinu Rtx. 



6. CONCLUSIONES 

En lu condiciones a lu allles se llevo IC&bo la cinética de crecimiento se observó 

que la mUima producción de hemólili1 se presentó a lu 20 h. 

La hemolisina de BtwtkWt. ilnnlclthqdta es un producto de excrelión. 

En el patrón electrororético del cxtr11:to de la cepa hemolltica de Bocletella 

bronchiaeptica se observaron 9 bandu de: 205Kd, l 16Kd, 97Kd, 84Kd, 66Kd, 

55Kd. 45Kd, 36Kd, 29Kd. 

Lu protelnu inmunoPlicu para el conejo del extracto del IObrenadanle de la cepa 

LBF de BtwrltrUlltl Holtt1lbql/t• fueron de: 66Kd, 62Kd. 52Kd, 38Kd. 

Con respecto al modelo experimental tomado (Suero hiperiMIUlle de conejo) se 

establece que no exilte identidad seroló¡¡ica aure 101 anllsmos detectados de 

1lmld6 tnnlelthqdta y AellllllHdllu ,,_,,.,, _ _.., 



7.APENDICE 

l. BUFFER DE FOSFATOS, pH 7.2. 

Solución A: (NaH2P04 0.2 M): se disolvieron 27.6 s de NaH2P04.H20 en ~ 

destillda, completando a un litro. 

Solución B: (Nl2HP04 0.2 M): 53.65 8 de Na 2HP04.7H20 se disomeron en~ 

destillda, llevando a volumen final de un litro. 

Solución A ......................................... 140 mi. 

Solución B ......................................... 360 mi. 

Agua destilada .................................... soo mi. 

2. GELES DISCONTINUOS DE POLIACRILAMIDA DODECIL SULFATO DE SODIO 

(SDS-PAGE). 

A) Solución de monómeroa, ICrilamida-bia ICrilamida. 

Acrilamida .................................. 30 g. 

Bia acrilamida ................................ 0.8 g. 

Agua dalillda ............................. 100 mi. 



B) Regulador del gel de sepuacin Tris-HCI l .S M,¡ pH 8.8. 

Trizma bue ................................ 18. IS 8· 

Agua destilada ................................ 90 mi. 

C) Regulador del gel concentrador Tris-HCI O.S M, pH 6.8. 

Trizma bue .................................... 3.0 g. 

Agua destilada ............................... 40 mi. 

O) Lauril sulfato de sodio, (SOS) al 10'/o. 

E) Penulfato de amonio al 1 O'/o. 

F) <lel de separación. 

Solución de monómeros ............... 12 mi. 

Tris l.S M, pH 8.8 ........................ 7.S mi. 

sos 10'/o ...................................... 0.6 mi. 

Agua destilada .......................... 10.0S mi. 

Se hizo vacío durante 15 mhuto1. 

Penulfato de amonio 10'/o ........ 0.075 mi. 

N"N"N"N"tetrametiletilendlamina (TEMEO) .......... o.oos. mi. 

!I 



G) Gel de concentración. 

Solución de monómeros .............. 1.33 mi. 

Tris O.S M, pH 6.8 ........................ 2.5 mi. 

SDS al 10% .................................. 0.2 mi. 

Aaua destilada .............................. 6.1 mi. 

Se hizo vacio durante 10 minutos. 

Persulfato de amonio al 10'.4 ........ 05 mi. 

TEMED .................................... 0.005 mi. 

3. SOLUCIOl'i'AMORTIGUADORA DE COIUUUDA (TRJS 0.025 M, GLICINA 0.192 

M, SDS AL0.1%, pH 8.3. 

TriZlna bue .................................... 3.0 8· 

Glicina .......................................... 14.4 g. 

SDSal 10% ................................... IOml. 

Asua destilada huta ........................... 11 

4. SOLUCION DIGESTORA. 

Tria O.S M, pH 6.8 .................... 4.375 mi. 

SDS ................................................. 0.18. 

Glicerol ......................................... 0.5 mi. 

2·merQPloetlllOl ......................... 0.2S mi. 

Ami de bromofenol ....................... O.OS 8· 



5. SOLUCION MADRE PARA TINCION DE PROTEINAS. 

Azul de coomuie R-250 ................... 2 g. 

Agua destilada .............................. 200 mi. 

6. COLORANTE DE TRABAJO PARA TINCION DE PROTEINAS COOMASIE R-250 

AL0.125%. 

Solución lllldre de Azul de Coomuie .... 62.5 mi. 

Met111ol abtoluto ......................... 250 mi. 

Acido ICétic:o glKial ..................... 50 mi. 

Agua destilada .......................... 137.5 mi. 

7. SOLUCION DESTEMooRA 1 PARA EL GEL. 

Mellllol abtoluto ........................ 500 mi. 

Addo ICétic:o ¡llCill """ ............ 100 mi. 

Agua destilada ............................. 400 mi. 

l. SOLUCION DESTEDIDORA U PARA EL GEL. 

Metano! abtoluto .......................... 25 mi. 

Addo ICétic:o slaclll .................... 35 mi. 

Agua deltilada ............................. 440 mi. 

" 



9. AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA (TRIS 0.025 M, GLICINA 0.192 M, pH 

8.3, METANOL 20"/o VN). 

Trizina base ...................... : .......... 3.023 8· 

Glicina .......................................... 14.4 8· 

Metano! ....................................... 200 mi. 

Agua destilada ............................. 800 mi. 

10. SOLUCION DE NEGRO DE AMIDO AL 0.1 % 

Nesro de llllido ............................. 0.1 8· 

Metmlol ........................................ 45 mi. 

Aeido acético s1aci1J .................... 1 o mi. 

Agua clatillda ............................... 45 mi. 

11. SOLUCION AMORTIGUADORA DE TIUET ANOLAMJNA pH 7.2 (TBS). 

Cloraro de IOdio ............................. 7.5 8· 

Trietanolunina .............................. 2.8 mi. 

• Aeido clorhÍdrico 1 N ................. 17.0 mi. 

Cloruro de llllpllio ........................ 0.1 8· 

Cloniro de calcio ........................... 0.02 8· 

Agua clatillda ................. ······ ..... 980.2 mi. 



12. SOLUCION REVELADORA. 

Alfa-cloronaftol ............................. 0.03 s. 

Metano( absoluto ......................... 10.0 mi. 

TBS, pH 7.2 ................................. SO.O mi. 

Peróxido de hidrógeno ................. O.OS mi. 
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