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IV. RESUMEN

La porcicultura es afectade generalmente por enfermedades infecciosas,
encontrindose entre las més importantes las respiratorias; aun cuando existen dudas acerca
de su etiologia, estas son atribuidas principalmente a las bacterias del género Pasteurells,

Bordetella y Actinobacillus (Leman, 1986, Taylor, 1981).

Recientemnente se ha centrado Ia atencion en varios factores de virulencia entre los
cuales se encuentran las exotoxinas de Actinobacillus plenropnenmoniae. En los serotipos
estudiados de esta bacteria se han descrito toxinas con actividad hemolitica y/o citotéxica

(Montaraz).

Bathia y cols. (1991) observaron que la hemolisina purificads (104Kd) confirio
proteccion parcial al desafiar a ratones intranasalmentecon una dosis letal de Actinobacillus
pleuropneumoniae, esta hemolisina pertenece a un grupo de toxinas denominadas RTx
(estructursimente similares), presentes en un amplio rango de bacterias.

Por otra parte se sabe que existen cepas virulentas de Bordetells bronchiseptica que
son hemoliticas in vitro, sin embargo es poco lo que se sabe acerca de ellas; por lo que el
presente trabajo pretende establecer una posible identidad serolégica entre las hemolisinas de
Actinobacillus y Bordetella (Comunicacién personal).

Se utilizo la cepa LBF de Bordetella bronchiseptica, la cual se sabe que es
hemolitica, determinando primeramente ¢l tiempo miximo de mayor produccion de la



hemolisina para posteriormente realizar su aislamiento, purificacion e identificacion en geles
SDS-poliacrilamida. Posteriormente se produjo un suero hipetinmﬁne de conejo contra dicha

hemolisina.

La hemolisina de Actimobacillus pleuropneumonia de 104 Kd fue purificada

previamente en un trabajo anterior.

Por-ultimo se determino el patrén antigénico de ambas hemolisinas para determinar
su posible identidad seroldgica; sin embargo los resultados obtenidos indican que no existe
dicha identidad entre ambas hemolisinas.




V. JUSTIFICACION

Actinobacillus pleuropneumoniae es el agente etiologico de la pleuroneumonia
contagiosa porcina (PCP), enfermedad aguda que causa grandes pErdidas econdmicas a la
A porcicultura debido al alto indice de mortalidad. Actualmente se ha prestado atencion a las
citotoxinas bacterianas asocisdas a procesos neuménicos del cerdo, particularmente a las
hemolisinas (Inzana, 1991).Se ha reportado que Ias hemolisinas de Actimobacillus
pertenecen & una familia de citotoxinas estructuralmente similares (RTx) a varios géneros
bacterianos (Weich, 1991).Estas hemolisinas han sido empleadas como antigenos en pruebas
serologicas enfocadas a identificar animales infectados, sin embargo se ha observado que
infecciones con otros microorganismos pueden presentar falsos positivos; por lo que en el
presente trabajo se pretende establecer si existe similitud estructural entre la hemolisina de
Actinobacillus pleuropneumonise y Ia(s) hemolisina(s) de Bordetells bronchiseptica. Ya
que este Ultimo microorganismo se encuentra presente en enfermedades respiratorias del
cerdo (Rinitis atrifica porcina).



1. INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES.

En las granjas porcinas Ia produccion animal se encuentra regularmente afectads por
las enfermedades infecciosas, encontrando principalmente dos tipos de afecciones: entéricas
y respiratorias. En los paises de América y Europa entre Ias causas de morbilidad y
mortalidad en ¢l ganado porcino se encuentran las respiratorias, que han sido reconocidas
como un factor importante en la produccién porcina intensiva (Jericho KF.W., 1968;
Muirhhead M.R., 1979; Pijoan C. and Cols,, 1979). En los ultimos aflos, la atencion sobre
problemas respiratorios en cerdos ha sido enfocada a las neumonias, que sunque de etiologia
vuiﬁlenmwmpﬁmipmmw.;maiudemm.m»muy
Actinobacillus, sin que se reste importancia a Micoplasmas, Virus o interacciones entre
éstos (Leman A.D., 1986; Taylor D.J,, 1981).

unumnnilendcudowumdellmmhmvumblenminfeeciomde
esta especie animal. Tipicamente entre el 30-60 % de los cerdos de abasto presenta alguna
lesion neuménica (Morrison R B., 1989). El costo de esta enfermedad para la porciculturs
es enorme, debido al cariicter cronico que usualmente presenta, ocasionando con esto
importantes pérdidas debido a las deficientes ganancias de peso, anexando esto a las
pérdidas econdmicas asociadas s Is muerte de animales y a los elevados gastos de
medicamentos; por lo que se ha considerado como 1 principal causa de disminucion de la



productividad, especialmente en cerdos de engords (Little T.W.A., 1975; Lombin LH,,
1982; Straw B.E., 1983).

En México, las neumonias representan grandes pérdidas economicas para Ia
porcicultura. Estudios realizados en distintos estados de la Republica Mexicana revelaron -
que un SO % de los cerdos sacrificados en rastro presentsban lesion pulmonar (Maqueda
A}, 1977; Necoechea R., 1980).

1.2, ANTECEDENTES.

Bordetella bronchiseptica fue originalmente aislada del tracto respiratorio de perros
e identificada como Bacillus bronchicans por Ferry en 1910, desde entonces ha sido
reconocida como patdgeno del tracto respiratorio en mamiferos. Entre 1912 y 1913
microorganismos con caracteristicas idénticas a los microorganismos descritos por Ferry
fueron aislados de cuyos, simios y humanos; por lo que ¢l microorganismo fue renombrado
Bacterium bronchisepticus, posteriormente, en 1925 por Bergey como Alcaligenes
bronchisepticus, en 1929 por Topley y Wilson como Brucella bronchiseptica, en 1935 por
Haupt como Alcaligenes bronchicanis y en 1946 por Wilson y Miles como Haemophilus
bronchisepticus (Barcenas, G., 1993). Fue colocada en el género de Alcaligenes, Brucella y
Hsemophilus-debido a las caracteristicas morfologicas y bioquimicas las cuales son muy
similares a las que presentan estos géneros.Finalmente esta bacteria lleva el actual nombre
debido a que Moreno Lopez describié ¢l género Bordesella (en honor a Jules Bordet) y la



especic Bordetella bronchiseptics (Pittman, 1974). En 1940 Thorp y Tanner aistaron por
primers vez a B bronchiseptica de pulmones neuménicos de cerdos y aunque este
microorganismo es patogeno ocasional en las bronconeumonias primarias de cerdos jovenes,
puede también actuar como un patégeno del tracto respiratorio inferior en animales viejos.
En 1956 Switzer logré aislarla de Ia cavidad nasal, demostrando la habilidad de este
microorganismo para inducir atrofis en los cornetes nassles, por lo que apartir de este
momento se le considerd como patégeno primario de Ia rinitis atrofica porcina (RAP)

(Barcenas, G., 1993).

1.3. BORDETELLA BRONCHISEPTICA.

Bovdetells bronchiseptica es una bacteria pleomérfica que se observa generalmente
whwmombucﬂogmneyﬁw,mpﬂmmmymmﬁﬁdﬁwﬂngdm
peritricos. Estudios de microscopia electronica, han mostrado ﬂuglolenforml de triple
hélice con direccion a 1a izquierds, de aproximadamente 13.9 nm de dikmetro. En medio
sblido crece principalmente en forma cocoide, lantes, circulares, cuando estas bacterias
crecen sobre agar sangre las colonias suelen ser hemoliticas desarroliando un didmetro de
0.2 mm en dos dias aproximadamente (Pittman, 1974).

En las investigaciones realizadas en tomo a B. bronchiseptics sobresalen estudios en
relacion a sus factores de virulencia y las diferencias que en este sentido se presentan entre
cepas patogenas y apatogenas. Cuando ia bacteria fue crecida en agar, se observaron



colonias lisas y colonias rugosas, denominando a las primeras Fase I como virulentas, y a las
segundas como Fase IV avirulentas (Barcenas, G., 1993). Posteriomente otras
investigaciones revelaron fases intermedias (Il y I1I). Se encontrd que Ia Fase I es
extremadamente inestable y se transforma ripidamente a Ia Fase II, Ill y IV después de
varios pases en medio artificial (Nakase, 1957s, 1957b).

1.4. RINITIS ATROFICA PORCINA

La rinitis atrofica porcina (RAP) es unas enfermedad respiratoria cronica, infecciosa y
contagiosa, que se caracteriza por rinitis y atrofis de los cornetes nasales, lo que
generalmente  provoca deformaciones de Ias estructuras Oseas de la trompa, y
ocasionalmente retraso en el crecimiento (Pedersen y Barford, 1981b; Backstrom y cols.,
1982a). El primero en asociar a B broackiseptica con la enfermedad fue Switzer en 1956
quién reprodujo la enfermedsd inoculando Is bacteria aislada de un caso clinico de RAP
(Ross y cols,, 1963; Duncan y cols., 1966, Ross y cols,, 1967, Cross y Claflin, 1962).
Martineau y cols. determinaron que 1a dosis minima infectiva para inducir Ia RAP es de 3.0
X 10° células por mi cuando el organismo es inoculado intranasalmente & cerdos por tres

dias consecutivos (1982).

Bordetella bronchiseptica ha sido sislada de cerdos con manifestaciones clinicas de
Ia enfermedad en varios paises, incluyendo Estados Unidos (Cross y Claflin, 1962; Switzer y
Farrington, 1972; Bu:kgttom y cols., 1982b), Japon (Maeda y cols., 1971), Dinamarca




(Tomoe y cols., 1976), Inglaterra (Giles y cols., 1980s) y Holanda (Akkermans y cols.,
1969); en nuestro pais la‘enfennedld ha sido identificada a nivel de rastro, logrando aislar ia

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

Existen dos microorganismos involucrados en Ia etiologia de la enfermedad: B
bronchiseptica y Pastenrella multocida con las que se ha logrado desarrollar
‘experimcnlllmeme 1a atrofia de los cornetes nasales de cerdo y ratén cuando estos han sido
inoculados con cultivos puros por via intranasal (Sawats y Kume, 1982; Semjén y Magyar,
1985; Montaraz y cols., 1985; Switzer , 1956). Ademis esta enfermedad se ha asociado a las
toxinas de P. multocida y B. bronchiseptica, reportadas como responsables del cuadro
rinitico (Roop 11 y cols., 1987).En el trabajo de Harris y Switzer en 1968 observaron que
lechones inoculados a los tres dias de edad con P. multocida serotipo D, desarrollaron sélo

leves lesiones microscopicas en los cornetes y la bacteria era eliminada ripidamente. Sin

unbngo, si la infeccion era seguida por inoculacion con B b kiseptica, P. multocida se
establecia y permanecia en Ia cavidad nasal del cerdo. Se ha observado que cuando B
bronchiseptica es el unico agente etiologico involucrado, 1a lesion en los comnetes nasales es
leve y tiende a regenerar espontineamente (Nielsen y cols., 1976; Smith y cols., 1982;

Rutter y Rojas, 1982).

Pedersen y Elling (1984) sugieren que la infecccion con B bronchiseptica deprime
Ia resistencia de la mucosa nasal y facilita ¢! establecimiento de cepas de P. maltocids

productoras de toxina presentandose las manifestaciones clinicas de 1a RAP.



1.5. TRANSMISION.

La principal forma de transmision de la enfermedad es por contacto directo a través
de aerosoles infectados, los cerdos expuestos pueden desarrollar rinitis catarral, faringitis y
otras alteraciones antes de manifestar la RAP (Harris y Switzer, 1968; Martinesu y cols,
1982),

1.6. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE B bronchiseptica.

Bordetella bronchiseptica puede ser aislada del tracto respiratorio de animales con
RAP por medio de raspado nasal o traqueal. Los aislamientos primarios son inoculadas
usualmente sobre medios selectivos conteniendo penicilina, estreptomicina y nistatina (Fuzi,
1973, Farrington y Switzer, 1977). Generalmente las placas son incubadas a 35-37° C por
40 2 72 h, y las colonias resuitantes presentan un color cremoso brillante y borde liso. A las
colonias presuntivas se les realiza una tincién de Gram, y las reacciones bioquinticas pars el
género y especie especificas. B bronchiseptica es diferenciada de otros cocobscilos gram
negativos por Ia utilizacion de 200 ug de nitrofurantoina por ml en agar (Fizi, 1975).

Esta bacteria puede crece en agar o medio liquido conteniendo un minimo de
proteina. Para un crecimiento méximo en medio liquido necesita aireacion, temperatura de
352 37° Cy controlar el pH con un amortiguador de sales. Cuando crece en agar sangre las



coloniss son gencralmente hemoliticas y brillantes, de un dikmetro de 1.0 3 2.0 mm
(Goodnow, 1980).

Sin embargo, existen reportes de aislamientos primarios nasofaringeos de roedores
que produjeron colonias no hemoliticas con un didmetro de 0.2 mm después de un cultivo de
24 h. de incubacion, ademis la movilidad de estos aisfamientos fue detectads en cultivos de
tres dias (Simpson y Simmons, 1976).

1.7. FACTORES DE VIRULENCIA.

La primera descripcion detallada de una toxina intracelular de B bronchiseptice se
realizb en 1939 por Evans y Maitland (cit. en Barcenas, 1993).

Estudios recientes muestran que la capacidad de producir la toxina dermonecrotica
ests altamente correlacionads con el grado de virulencia de las cepas. Esta toxina se
caracteriza por producir eritems, edema, induracion y necrosis cuando es inyectada en forma
intradéemica en ¢ cuye (Collings y Rutter, 1985, Hanada y cols,, 1979; Roop II y cols,,
1987).

La endotoxina de B. Bronchiseptics alters algunos procesos respiratorios y la
acumulacion de calcio en mitocondrias; este efecto era parecido al producido por un estado
de hiperparatiroidismo, el cual produce resorcibn Gsea con lesiones similares a las



_ observadas en los coretes nasales de cerdos con RAP (Harris y cols., 1968; 1971). Existe
en forma de complejo proteina-lipopolisacirido en membranas vesiculares, esta endotoxina
membranal al parecer interact-a con membranas mitocondriales y asi modifica los procesos
enzimiticos mitocondriales y morfologicos (Harris y Switzer, 1968). Otro factor de
virulencia de descripcion reciente para ¢l género Bordetella es la enzima adenil ciclasa la
cual cataliza la formacion de monofosfato de sdenosina ciclico (AMPc) (Novotny y cols.,
1985). La adenil ciclasa puede jugar un papel tal como evasion de Ia respuesta inmune del
hospedador (Demostraron que sobrenadantes de B. pertussis contenian un factor que
inducia una disminucion en la produccién de iones superoxido en macréfagos alveolares y
neutréfilos alterando la capacidad bactericida de estos ltimos en los que se observaba un
incremento substancial en el contenido intracelular de AMPc) en la neumonia asociada & B.

bronchiseptica (Montaraz y cols., 1985; Novotny y cols., 1983).

Con respecto a factores de adherencia, estudios im vitro revelaron que sélo cepas
virulentas de esta bacteria se adhieren a células epiteliales de la mucosa nasal del cerdo
mientras que cepas avirulentas lo hacian en forma débil (Yokomizo y Shimizu, 1979).

Asi mismo la infeccion experimental de lechones susceptibles resulta en una pérdida
marcada de cilios en el epitelio respiratorio. La afinidad de B. bronchiseptica por el epitelio
naadlnsiddwnbiénobserv:daenomupeciennﬁnﬂgcomo conejo'ypmo(Bunisy
Appel, 1977a; Matsumaya y Takino, 1980).



Se ha observado que cepas patogenas de este microorganismo aglutinan eritrocitos
de bovino mientras que cepas apatogenas no, corroborando asi la existencia de factores de
adherencia (Semjén y Magyar, 1985).

1.8, SUSCEPTIBILIDAD A AGENTES ANTIMICROBIANOS.

Bordetella bronchiseptics es susceptible a varios agentes antimicrobianos in vivo ¢
in vitro (Azechi y cols., 1973; Frost y cols., 1976; Switzer y Farrington, 1975). Switzer y
Fasrington reportaron que B. bronchisepeica fue susceptible a las drogss sulfonamidas, en
particular a Ia sulfametazina y sulfonatiazol (1975). Estas drogas fueron efectivas en el
control de infecciones con Bordesella en hatos de cerdos; sin embargo, investigaciones
posteriores probaron que se desarrollaron cepas resistentes. Wilkins y Helland (1973)
establecieron que aislamientos de B browchiseptica recuperadas de perros con
traqueobronquitis fueron resistentes a lincomicina, penicilina, estreptomicina, nitrofurantoina
y tilosina. En contraste, muchas de estas cepas bacterianas de perros fueron susceptibles a
novobiocina, tetraciclina, ampicilina, cloramfenicol, esitromicina y kanamicina (Wilkins y
Helland, 1973).

Mis recientemente Bemis y Appel (1977) fundamentaron que cepas de B
bronchiseptica fueron susceptibles a clorhexidina (Nolvason) cuando se evaliio in vitro,
mientras que ¢l nolvason no fue valioso en reducir ¢l mimero de células de Bordesella en ¢l
tracto respiratorio de perros infectados. El fracaso eventusl de muchos agentes



antimicrobianos para el control de enfermedades respiratorias producidas por R
bronchiseptica en wdo; posiblemente es mediada por factores R (plasmidos). Hedges y
cols. sislaron un piasmido de 34.6 megadalton de una cepa silvestre de B. bromchiseptica;
este plismido confiere resistencia a Ia ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas y sales de

mercurio (1974).

Terakado y cols. demostraron que los factores R acarrean resistencia a
sulfadimetoxina, estreptomicina y aminobenzil penicilina presentados en cepas de B
bronckiseptica sisladas de cerdos (1973).

En general Bordetella es sensible a eritromicina, cloranfenicol, bacitracina,
benzilpenicilina, tetraciclina, novobiocina o trimetroprin (Ohmae y cols, 1973).

1.9. ACTINOBACILLUS PLEUROPNEUMONIAE,

Actinobacillus plenropnenmoniae es una bacteria anaerobia facultativa,
pleomorfica que se @p en pares, en cadenas cortas o en formas filamentosas en cultivos
viejos, es una bacteria inmovil, no esporulada, mide de 0.5 & 1.5 um, es Gram negativa y
requiere de factor V (dinucledtido nicotinamida) o plasma para su crecimiento. Es una
bacteria capsulada, lo cual le facilita |a colonizacion de tejidos y le provee proteccion contra
los mecanismos de defensa del hospedero (Gilbride, 1983, Kume, 1985).



Actinobacillus pleuropnesmonise sucle producir colonias lisas, mucoides,
redondas, transliicidas, convexas y brillantes en BHles una bacteria beta-hemolitica,
fermentadora de varios aziicares sin produccion de gas (Gilbride y Rosendal, 1983; Kume y

cols, 1985).

Los medios de cultivo que requiere para su aislamiento deben ser ricos tales como:
BHI, Todd-Hewit, gelosa sangre, gelosa chocolate y soya tripticaseina enriquecidos con
0.01% de NAD y 1% de extracto de levadura. Al sislar una cepa de Actinobacillus en BHI
o gelosa sangre es necesario utilizar una cepa nodriza de Staphylococcus sureus Ia cual
proporciona el factor V, el tamafo de las colonias bacterianas va disminuyendo conforme se
aleja de la cepa nodriza, fendmeno conocido como satelitismo (Gilbride y Rosendal, 1983).

1.10. PLEURONEUMONIA CONTAGIOSA PORCINA

Adnokdlluphumnamluudawﬁeeﬁolbsicodehplmmnh
contagiosa porcina (PCP). La manifestacion més aparente de esta enfermedad es la muerte
repentina de jos animales y la presencia de hemorragia nasal, debidas al proceso inflamatorio
del parénquima del pulmén, con un incremento en Ia permeabilidad vascular, resultando una
hemorragia y exudacin de fibrina (Devenish J., Rosedal S, 1990; Barcenas G. y Rodriguez
M., 1990).



En México se roporté el primer brote en el estado de Tlaxcals y posteriormente en
los estados porcicultores del Bajio (Chan Ch. and cols., 1978; Mylres P. Cols., 1974;
Nielsen R, Olander HJ., 1963, Shiefer B. and Greenfield J., 1974; Necoechea R., 1980).

Existen factores que predisponen a los problemas respiratorios entre los que se
encuentran: cambios bruscos de temperaturs, malas condiciones de higiene, estrés
ocasionado por el mancjo de los animales, asi como la densidad de la poblacion animal;
juegan un importante papel en la incidencia y gravedad de Ia enfermedad (Landquist J.0.,
1974; Shultz R A, 1985).

1.11, TRANSMISION

La transmision de 4. plesropmemoniae se lleva acabo principalmente por contacto
directo de cerdo a cerdo a través de aerosoles, esta forma de transmisién se intensifica -
cuando:

8) Se utilizan corrales o jaulas que permiten el contacto.
b) Se mezclan constantemente animales de Mu grupos.

Los brotes se presentan sibitamente y se detectan por la muerte de algunos cerdos

en la granja o piara (Shultz R.A,, 1985) ya que existen animales que poseen a la bacteria

como un comensal del tracto respiratorio superior, de tal manera que puede diseminarse a

12



través del aire, agua o alimentos expandiéndose de esta forma a toda Ia paira (Byrd W. and
Kadis S, 1992; Fenwick B.W. and Osbum B.L ., 1986; Fenwick B.W., 1986).

1.12, FACTORES DE VIRULENCIA.

Vasios factores de virulencia han sido asociados con Ia patogenia ae A
pleuropnemoniae, los cuales son: hemolisinas, polisaciridos capsulares, lipopolisaciridos,
factor de permeabilidad y proteinas de membrana externa, incluyendo proteinas reguladoras
de hierro. Los polisaciridos capsulares son serotipo-especifico y pobremente inmunogénicos
(Frey J., 1988; Kume K.T., 1986; Piojan C., 1986; Uedeze F.A., 1987).

De los 12 serotipos de A. plesropremoniae ¢l serotipo 1 muestra una alta virulencia
en cerdos, Is cual es refijada por Ia gran zona de hemolisis observada en agar sangre
(Devenish J., Rosedal S., 1990). La hemolisina del serotipo | es una proteina con un peso
molecular de 104 kd, tiene actividad toxica para neutréfilos; los cerdos convalescientes con
pleuroneumonia tienen anticuerpos neutralizantes contra esta hemolisina (Devenish J.,
Rosedal S., 1990; Frank A, 1992).

Varios patdgenos producen proteinas que son capaces de actuar sobre la membrana
de las células animales induciendo su lisis y, por consiguiente su muerte. La accién de estas
toxinas se puede detectar mis ficilmente con los eritrocitos, y por ello suelen denominarse
hemolisinas; sin embargo, probablemente en todos los casos también tienen efecto sobre

9



. otras células, ademas de los eritrocitos. La produccion de tales toxinas se puede demostrar
con facilidad activando e.l microorganismo en una caja de cultivo con agar sangre. Durante
el crecimiento de las colonias se libera parte de Ia hemolisina y se destruyen los eritrocitos
que Ia rodesn, formando una tipica zona clara. Pueden encontrarse diferentes grados de

hemélisis:

Alfs - hemolisis: es una hemolisis incompleta se presenta con un halo de color verde
alrededor de Ia colonia.

Beta - hemdlisis: es una hemolisis completa se presenta por medio de un halo
transparente (zona clara) airededor de Ia colonis.

Gamma - hemoélisis: no se observa ningun cambio alrededor de la colonia: no hay
hemélisis (Brock y cols., 1987).

Estas hemolisinas no solo parecen intervenir en |a patogenia de la enfermedad, sino
queWnbiénuleohnuﬁﬂadocommﬂgenolenpruebuml;Sgiwmfocwul
identificar animales infectados (Devenish J, Cols., 1990).

Devenish determind la respuesta humoral y la inmunoproteccién en cerdos
inmunizados con Ia hemolisina purificada del serotipo 1 de A plenropmemonise y
desafiados posteriormente con la bacteria virulenta. La asociacion entre anticuerpos
neutralizantes y la inmunoproteccién indican que la hemolisina es un importante factor de
'virulencia. Se ha reportado que las hemolisinas de 4. plenropnemoniae pertenecen a una



familia de toxinas estructuralmente similares, presentes en varios géneros bacterianos (Weich

RA, 1991).

Esto Gltimo puede acarrear problemas en las pruebas serologicas, pues infecciones
con otros microorganismos pueden producir resultados falsos positivos. Bordetella
Bronchiseptica es un patégeno del tracto respiratorio cuyas cepas virulentas son hemoliticas
in vitro, es poco lo que se sabe acerca de la(s) hemolisina(s) de B dronchiseptica de

manera que los objetivos de este trabajo son:




-2, OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Obtener Ia hemolisina de Ia cepa LBF de Bordetella broncRiseptica y establecer una
posible identidad serologica entre las hemolisinas de Bordetella bronchiseptica y
Actinobacillus plesropneumoniae.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

« Determinar mediante Ia cinética de crecimiento de Bordetella bronchiseptics ¢l tiempo de
méxima produccion de hemolisina y si es excretada al medio de cultivo.

- Obtener la hemolisina de una cepa hemolitica de Borvietella bronchiseptica mediante la
técnica de precipitacion de proteinas con sulfato de amonio en frio.

- Establecer el patron electroforético del sobrenadante de Ia cepa hemolitica de Bordetella

bronchiseptica.

« Intentar su identificacion serologica con la técnica de inmunoelectrotransferencia.

- Establecer una posible identidsd serolégica con Ia hemolisina de Actinobacillus
plesropnessmonise en un modelo experimental de infeccion: en el conejo.



3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1, Cepas.
Se trabajo con la cepa de Bordetella bronchiseptica LBF, aislada de un cesdo con
signos clinicos de RAP (proporcionads por Wellcome Research Laboratories Beckenham,
Inglaterrs). La cepa se conservo a -196°C .

3.2. MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo empleados fueron placas de agar Mac Conkey, base de agar
sangre y medio liquido de infusion de cerebro y corazén (BHI).

3.3. REACTIVOS,
Todos los reactivos empleados para Ia elaboracion de este trabajo fueron de marca
Baker, Merck y Sigma de grado reactivo y los medios de cultivo fueron marca Bioxon. El

conjugado (anticerdo peroxidado) marca Sigma fue donado por los Laboratorios Nacionales
de Servicios Veterinasios, NVSL, Unidad de Reactivos Virales, ames, lowa, E.U.
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34 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA [DENTIFICACION DEL
MICROORGANISMO

La cepa de B brochiseptica se cultivo en agar Mac Conkey, a la cual se le realizaron las
siguientes pruebas para verificar su taxonomis: Tincién de Gram, catalasa, oxidasa,
pruduccién de H,S, indol, motilidad, ureasa, citrato, nitrato, oxidacion /fermentacion e
hidrélosis de carbohidratos (sacarosa, lactosa, maltosa y manitol) (Cowan, 1974; Macc
Faddin, 1980).

3.5. PRUEBA DE SENSIBILIDAD DE B bronchiseptica A ANTIBIOTICOS.

En una placa con medio Mac Conkey se sembré Ia bacteria en forma masiva y se
procedio a colocar un sensidisco sobre la superficie de Ia placa, se incubo a 37° C durante
48 h.

3.6, CINETICA DE CRECIMIENTO DE Bordetella bronchiseptica,

Se sembr6 la ceps de B Bronchiseptics en una placa de agar Mac Conkey en forma

masiva incubindose a 37° C durante 48 h. Posteriormente se inoculé un matraz que contenia

50 mi de caldo BHI con una asada de bacterias tomada del crecimiento bacteriano anterior y

se incubo durante 48 h a 37° C en agitacion constante a 160 U/min.



Posteriormente a las 48 h de incubacion se inocularon matraces que contenian 300
ml. de caldo BHI con un volumen equivalente al 10% v/v del total del mismo medio,
incubindose & 37° C en agitacion constante a 150 rpm. Posteriormente se tomaron muestras
al tiempo cero y cada dos horas para determinar la absorbancis a una longitud de onda de
650 nm; asi como para verificar la pureza del cultivo (en una caja de agar Mac Conkey se
colocaron 20 ul de sobrenadante y se incub6 a 37° C durante 48 h).

3.7. PRODUCCION DE HEMOLISIS EN AGAR SANGRE

Se siguié el mismo procedimiento descrito en el punto 3.6. El volumen extraido de
cuda muestra se centrifugo a 3 500 rpm durante 15 Mtos al sobrenadante obtenido se le
determind la actividad hemolitica de la siguiente manera :Se colocaron 20 ul del
sobrenadante en placas de agar sangre al 3%, empleindose eritrocitos de diferentes especies
(bovino, camnero); las placas se incubaron a 37° C durante 48 h. Posteriormente se observd
Ia produccidn de hemdlisis. V

3.8. EXTRACCION DE LA HEMOLISINA DE B bronchiseptica
Conocido el tiempo 6ptimo para producir el mayor grado de hemdlisis, se procedio

de la misma forma que se describe en el punto 3.6. Tmscunidoelhpnodeﬁempo'
establecido se procedio a la extraccion de la hemolising, mediante Ia siguiente técnica:



3.5.1. PRECIPITACIEN CON SULFATO DE AMONIO.

El cultivo bacteriano se centrifugd a 18 000 rpm durante 15 min, para obtener ¢l
sobrenadante.

Al sobrenadante se le adicionaron lentamente 300 ml de la solucién saturada de
sulfato de amonio (pH 7.8), con agitacion constante y en chmara de hielo. Se continio
agitando durante 25 minutos después de terminada la adicion del sulfato de amonio.

La suspension se dejo reposar durante 15 minutos a 4° C. Posteriormente se
centrifug6 a 4 000 rpm durante 15 min, el precipitado obtenido se resuspendio en solucién
salina fisiologica (SSF), y se dializ6 48 h en SSF en frio manteniéndose en agitacion; durante
este lapso de tiempo se le realizaron dos cambios diarios de la solucion para eliminar
completamente el sulfato de amonio (se tomaban alicuotas de la SSF y se le realizaba fa
prueba con cloruro de bario [0.1 M] para detectar la ausencia de sulfato de amonio).

La muestra dializada fue concentrada mediante ¢l método de azicar glass,
guardindose hasta su utilizacion a 5° C.

s



3.8.2. ANALISIS DEL EXTRACTO DEL SOBRENADANTE BACTERIANO

Se realizo la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (1976) al
sobrenadante bacteriano de la cepa de B. bronchiseptica trabajads, asi como la prueba de

homélisil‘en agar sangre (anteriormente descrita).

3.9. OBTENCION DEL SUERO DE CONEJO HIPERINMUNE

Se emplearon dos conejos Nueva Zelanda de aproximadamente 2 kg de peso
corporal para Ia obtencion de suero hiperinmune; empleando el antigeno de B
bronchiseptica cepa LBF preparado como se describio en el punto 3.8, mediante el

siguiente protocolo de inmunizacion:




PROTOCOLO DE INMUNIZACION:

Tomado del Manual de Prcticas de Inmunologia (del IPN)

Inyeccion
#
)]

@

S

Dia

15

30

31

32

39

Dosis

5.0 mg del antigeno disuelto en iml de
salina, emulsionados en el mismo
volumen de adyuvante completo de
Freund. Via L.D.

5.0 mg del antigeno disuelto en 1mlde
saling, emulsificados en el mismo
volumen de adyuvante incom pleto de
Freund. Vis LD.

0.250 mg del antigeno en
solucion salina. Via LV.

0.500 mg del antigeno en
solucion salina. ViaLV.

1.0 mg del antigeno en solucion
salina, via LV.



3.9.1. DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS AGLUTINANTES

La titulacion del suero hiperinmune obtenido se realizo por medio de Ia prueba de
aglutinacion en microplaca, de la siguiente manera: Se colocaron 20 ul del suero problema
en el primer pozo de una de las hileras de la microplaca y se agregaron 80 ul de PBS pH 7.2,
Posteriormente se realizaron diluciones dobles en el resto de los pozos de la misma hilera,
considerando un volumen final de 50 ul por pozo y después se afadieron 50 ul de la
suspension de B bronchiseptica cepa LBF inactivada con formaldehido al 0.3% a cada
pozo, se agitd y se incubd a temperatura ambiente durante 24-48 h aproximadamente y se
procedio a realizar la lectura. Se considerd una prueba positiva cuando se observé una clara
aglutinacion, y negativa cuando se observo la formacion de un botén de bacterias. El titulo

se reportd como mixima dilucion donde se observo aglutinacion.

3.10. ELECTROFORESIS DE LOS EXTRACTOS BACTERIANOS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA DUODECIL-SULFATO DE SODIO (SDS).

Se empled un sistema de geles discontinuos de acuerdo al procedimiento de Laemmli
(1970), se utilizd un gel de separacion al 12.5%, uno de concentracion al 3.7% y Ia solucién
amortiguadora de corrida fue Tris 0.025 M, glicina 0.192 M-SDS ai 0.1%, pH 8.3 (ver
apéndice). La mezcla del gel de separacion se virtio ripidamente al molde de electroforésis.
Una vez que el gel polimerizd se adicioné la mezcla del gel de concentracion, se colocod el



peine de 15 dientes, el cual se retiré cuando el gel hubo polimerizado, quedando de esta

forma los carriles bien definidos.
3.10.1. PREPARACION Y CORRIMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Se colocaron los ul suficientes de muestra que contuvieran aproximadamente 20 ug
de proteina en tubos Eppendorf debidamente etiquetados, se les agregé ¢l mismo volumen
de solucion digestora (ver apéndice) se mezclaron y se mantuvieron en ebullicion en Bafio
Maria durante 3 min. Posteriormente con la ayuda de una jerings Hamilton se coloco el
volamen preparado de la muestra en los camiles del gel de concentracion, junto con la
muestra problema se corri6 en carriles adyacentes marcadores de peso molecular
(Fosforilasa b, 94 Kd; Albumina sérica bovina, 67 Kd; Ovoalbimina, 43 Kd; Anhidrasa
carbonica, 30 Kd; Inhibidor de tripsina de soya, 20.1 Kd y Alfa-lactoalbumins, 14.4 Kd),
con el fin de tomarlos de referencia y poder realizar el clculo de los pesos moleculares de la
proteinas desconocidas presentes en Ia muestra. Junto con la muestra problema de B
Bronckiseptics se corrié un concentrado del extracto del sobrenadante de un cultivo de A.
plesropremoniae serotipo 1 (muestra preparada anteriormente por medio de la técnica de

precipitacion con sulfato de amonio, para otro estudio).

La electroféresis se corrié a 20 mA hasta que las muestras penetraron en el gel de
separacién y posteriormente a 25 mA hasta ¢l momento en que el colorante que sirve de
referencia llego al final del gel de separacion.



3.10.2. TINCION DE GELES DE POLIACRILAMIDA DUODECILSULFATO DE
SODIO CON AZUL DE COOMASSIE R-250 (A.C.).

Se desensamblaron los moldes del gel cuidadosamente, se separd ¢l gel concentrador

del gel separador y se coloco este viltimo en la solucion tefidora (ver apéndice) durante 12 h.

Una vez transcurrido el tiempo se saco cuidsdosamente y se colocéd en agitacion en la

solucion destefiidora 1 (ver apéndice) durante 1 h aproximadamente. Posteriormente se

transfirié a la solucién destefiidora II (ver apéndice) hasta que el colorante en el gel se

eliminé y las bandas de proteinas se distinguieron perfectamente.

3.10.3. DESHIDRATACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA DUODECIL
SULFATO DE SODIO

Una vez destefiidos los geles se sumergieron en la solucion conservadora (Metanol
50%; Glicerol 10%,; Agua 40%) en refrigeracion durante 12 h. Después se colocaron en el
aparato secador de geles (HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS -drygelir- Modelo
SES40), que consiste en una parrilla sobre Ia cual se colocaron 2 hojas de papel filtro
Whatman No. 1, sobre éstas los geles, después una placa de plistico dura y por ultimo una
de plistico flexible. Esta ultims permiti6 que al momento de conectar la bomba de vacio el
sistema se sellar y con el calentamiento de Ia parrilla, en 1 h aproximadamente los geles se
deshidrataron, para de esta forma analizarios y consesvarios.



3.10.4. CURVA PATRON DE LA MOVILIDAD RELATIVA DE PROTEINAS.,

Se elabord una curva patron que mostré la relacion entre el logaritmo de los pesos
moleculares de las proteinas estindares (eje de las Y) y la movilidad relativa de estas
proteinas en el gel de poliacrilamida (eje de las X). La recta fue ajustada mediante el
tratamiento matemitico de minimos cuadrados y a través de una regresion lineal se
determinaron los valores de los pesos moleculares de las proteinas problemas de las

diferentes muestras trabajadas.

3.10.5. CALCULO DEL COEFICIENTE DE MOVILIDAD RELATIVA (RF) DE
LAS PROTEINAS

La movilidad relativa de las proteinas contenidas en las muestras consiste en el
desplazamiento que tienen éstas con respecto a la distancia total que corre la muestra, este
dato se obtuvd con Is siguiente formula:

Distancia recorrida por las proteinas (bands).
Rf=

Dinmciatoulmonidlporl.nmenn.

n



3.11. PRUEBA DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (IET) EN PAPEL DE
NITROCELULOSA

Se coloco con cuidado el gel de poliacrilamida con Ias proteinas a transferir sobre un
papel filtro previamente humedecido con el amortiguador de transferencia (ver apéndice) y
se procedit a colocar a los integrantes del sistema en el siguiente orden:

Acrilico

Fibra

Papel filtro -=eeseseevecreremcansecacaes

Nitrocelulosa -+«

Gel de poliscrilamida -
L

Fibra

Acrilico

Lo anterior se colocd en el cassette del aparato de electrotransferencia (GENIE
BLOTTER Modelo 4017, Idea Scientific Company). Al colocar el papel sobre el gel se
verifico que no existan burbujas entre ambas superficies ya que esto evita una transferencia
Gptima. Posteriormente se colocd el cassette en la camara de transferencia, se conectaron los
electrodos de tal manera que el citodo quede del 1sdo del gel y se conectd el sistema a la
fuente de poder (BATTERY CHARGER SCHAUER MOD. 4612, Idea Sacientific
Company). La transferencia se realizé durante hora y media a 12 volts. Al término de la



transferencia se corto una tira de 0.5 mm de ancho y se procesé para detectar las proteinas

transferidas mediante Ia tincion con negro de amido.

3.1LL TINCION CON NEGRO DE AMIDO DE LAS PROTEINAS
TRANSFERIDAS.

Se coloco la tira de papel de nitrocelulosa (NC) en un recipiente con solucion de
negro de amido al 0.1% (ver apéndice) por un lapso de 5 min, transcurrido este tiempo se
lavo con agua destilada por 1 min y posteriormente con la solucion destefidora (la misma
para la tincion sin el colorante) las veces que fueron neceunn para observar la sparicion de
las bandas. Por ultimo se enjuagé con agua destilada para remover los residuos de la
solucion destefiidora.

3.11.2. ENSAYO INMUNOENZIMATICO

A) Reaccién de los extractos de los sobrenadantes bacteriamos com el suero
hiperinmune Los reactivos utilizados en esta técnica fueron :
« Suero anti-conejo peroxidado (Sigma & Chemicals Co.).
- TBS, pH=7.2 (ver apéndice).
- Solucion mMn (ver apéndice).

- Suero de conejo.



B) Reaccién con ¢l suero problema

El papel de NC con las proteinas transferidas se colocd en un recipiente con la

lucion de blogueo (leche d nada al 5%) durante | hora en agitacion. Se realizaron 3

lavados con buffer TBS-Tween 20 al 0.05% y posteriormente se cortaron tiras de S mm de
ancho y se colocaron dentro de tubos de ensaye. Posteriormente se agregd 2.ml de los
diferentes sueros problemas diluidos 1:50 y se incubd durante 1 hora en agitacion a
temperatura ambiente. Después las tiras se lavaron 7 veces con buffer TBS-Tween 20 al
0.05%. En seguida se agregd | ml del conjugado a cada tubo, se incubaron i hora en
agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente se les realizd una serie de lavados,
después se les agregd | ml de solucion de revelado, se incubaron 15 minutos, se lavaron hs
tiras con TBS y por ultimo se dejaron secar a temperatura ambiente.

Las bandas se tifieron de color violeta.




4. RESULTADOS

4.1. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DEL
MICROORGANISMO.

En la Tabla 1 se presentan las pruebas bioquimicas cormrespondientes a la
identificacion de la cepa LBF de B. bronchiseptica empleads en este estudio y los resultados
obtenidos concuerdan completamente con los reportados en a bibliografia (Cowan, 1974).
Con respecto a ls morfologia colonial en agar Mac Conkey a las 48 h la ceps LBF presentd
colonias pequefias de forma circular, brillantes, con elevacion convexa y bordes regulares.

4.2, PRUEBA DE SENSIBILIDAD DE B bronchiseptica A ANTIBIOTICOS.

En Ia Tabla 2 se describen los resultados obtenidos pars esta prueba, de Ia cual se
desprende que o cloranfenicol es el antibiético de eleccion ya que se observb una mayor
zona de inhibicién del crecimiento de B Sronchiseptica. La concentracitén de antibiotico a
Ia cual se observd una mayor inhibicion del crecimiento bacteriano en agar sangre fue de
1200 ug/ml de medio.
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TABLA 1
Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a Ia cepa LBF de Bondetella

bronchiseptica
PRUEBA RESULTADO
GRAM -
CATALASA +
OXIDASA +
PRODUC. H2S .
INDOL .
MOTILIDAD S+
UREASA +
CITRATO R
NITRATO S
' OF R
SACAROSA .
MALTOSA .

() Nogativo
{+) Positve



TABLA 2

Resultados Cualitativos del antibiograma realizado a la cepa LBF de Bordetella

-bronchiseptica
ANTIBIOTICO SENSIBILIDAD
Cloranfenicol ]
Amikacina )
Netilmicina I
Pefloxacina I
Gentamicina I
Carbericilina R
CRD R
Sulfametoxasol R
Cefalotina R

{8) Sensibie
(1) intermadia
(R) Reaistonte




4.3, CINETICA DE CRECIMIENTO.

En Ia Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos de Ia cinética de crecimiento de
Ia cepa LBF de B bronchiseptica y en Ia Figura 1 la curva correspondiente. De estas se

desprende que a las 24 h s¢ observo el mayor crecimiento bacteriano.
4.4. ACTIVIDAD HEMOLITICA DEL SOBRENADANTE DE B broackiseptica

Para esta prucba se relizaron una serie de modificaciones, debido a que se observé
que Ia bacteria se encontraba presente en el sobrenadante aiin cuando era centrifugado a 18
000 g durante 15 minutos. Esto impedia determinar si Ia hemolisina se excretaba o no. Por
lo que se procedio a trabajar con medios de agar sangre que contuvieran Cloranfenicol, el
cual inhibe el crecimiento de Ia bacteria.

Después de realizado lo anterior no se observo crecimiento bacteriano en agar
sangre-cloranfenicol, pero si se presentd zona de hemblisis (B-hemolisis) 1a cual se muestra
en Ia Figura 2; con lo cual se establece que Ia hemolisina de B bromchiseptica es un
producto de excresién. Con respecto a los tipos de eritrocitos empleados en la preparacion
de agar sangre se observo que en ef agar preparado con los eritrocitos de camero, la zona de
hernblisis fuc mis visible que en el medio que se prepard con los eritrocitos de bovino Figura
3. Por lo que la prueba de hemblisis se realizd con agar sangre de camero. '



TABLA 3
Resultados de la cinética de crecimiento de s cepa LBF de Borderells brochiseptica

HORA DENSIDAD OPTICA®
o 028
2 079
4 214
6 , am
12 434
16 508
0 1.017
24 1.285
26 1118
30 1.042
“’ 1.062

“Los 12 media ds as




;._‘

HORA

__ Media de los valoeres

Resultados de Ia cinética de crecimiento de Ia ceps LBF de B.
bronchiseptica




FIGURA 2

Resultados de is prucba de hemolisis en Agar Sangre-Cloranfenicol
En la figura se muestrala actividad hemolitica del sobrenandante bacteriano (no hay ‘

crecimiento bacteriano); por lo cual la hemolisina es un producto de excresion.
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FIGURA 3

-
canuf e

Comparacién de la actividad hemolitica del sobrenadante del cultivo de Bordetella
bronchiseptica en A.S. con eritrocitos de carnero y A.S. con eritrocitos de bovino.
Se observa mejor la zona de hemdlisis en agar sangre de camnero que en ¢! agar sangre de

bovino, debido a este trabsjé con eritrocitos de carnero.



En la Tabla 4 se reportan los resultados obtenidos de Ia actividad hemolitica del
lobrenldamedelcultivo'dea bronchiseptica a las diferentes horas de incubacion de la
cinética de crecimiento. Donde |a mayor produccion de hemélisis se presenté a las 20 h
(Para cada hora se empleo una caja diferente).

4.5. OBTENCION DEL EXTRACTO DEL SOBRENADANTE DE B. bronckiseptica.

El precipitado obtenido del sobrenadante de un cultivo de 24 h de B. bronchiseptics
presentd un color amarillento.




TABLA 4

Identificacion de la actividad hemolitica dei sobrenante del cuitivo de Bordetella

bronchiseptica ceps LBF.

HORAS HEMOLISIS
0 -
2 -
4 -
6 -
12 .
16 +
20 -+
u -
26 : ‘ : +
30 +
43 . +

(+) Grado de hemdiisls
(-} No 8o obaervd harndlieis.




4.6. ANALISIS DEL EXTRACTO DEL SOBRENADANTE BACTERIANO.

Se elabord una curva patrén, los valores de ésta se reportan en la Tabla Sy en la
Figura 4 |a curva correspondiente. La concentracion de proteinas obtenida del extracto del
sobrenadante bacteriano fue de: 6.04 mg/ml. Para comprobar la actividad hemeolitica del
extracto bacteriano se realizd I prueba de hemdlisis en agar sangre, Ia cual resulto positiva;
con lo que se confirma Ia presencia de Ia hemolisina en el sobrenadante.

4.7. ELECTROFORESIS DEL EXTRACTO DEL SOBRENADANTE
BACTERIANO

Los valores de movilidad relativa (Rf) de las proteinas de peso molecular conocido se
reportan en la Tabla 6, con los cuales se elabord la cusva patron presentada en la Figura §.

El patrén electroforético en gel de poliacrilamida se muestra en la Figura 6 y en la
Tabla 7 se roportan los valores de los pesos moleculares de las proteinas presentes. En la
Figura 7 se muestra ¢l patron electroforético en gel de poliacrilamida de los extractos
bacterianos de B bronchiseptica cepa LBF y A. plenropnemoniae serotipo 1 (este vltimo
Mmﬁommwmm).
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TABLA S

Valores para la curva patrén de proteinas (595 nm) por el método Bradford (empleando
albumia sérica bovina como proteina patrén)

CONC. DE PROTEINA l ABSORBANCIA(ég/ml)
20 _ 0.061
40 0119
0 0.190
80 0240
100 0308
PROBLEMA 0.185

Corr. 0.0, = .0.0000, w0 0.0031
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TABLA ¢

Vulor del coeficiente de movilidad relativa (RF) y logaritmo del peso molecular (Log PM)

de las proteinas patrén.
PROTEINA PATRON PM LOGPM RF
(Kd)
Fosforilasa b 94 49731 0.2018
Albimina sérica bovina 67 4.8261 0.3945
Ovoalbumina 43 4.6335 0.6606
Anhidrasa carbonica 30 44771 0.7431
Inhibidor de tripsina 20 43010 0.9817







FIGURA 6

Patron electroferético del extracto del sobrenadante de Bordetellu bronchiseptica cepa LBF

y A. pleuropnemoniae serotipo |

A= Albiming sérica bovina C= de B, pa LBF

8= Pesos moleculares (KD) D= A, serotipo t
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TABLA 7

Pesos moleculares de las proteinas del extracto del sobrenadante de la cepa LBF de
Bovdetella bronchiseptics en gel SDS-poliacrilamids.

BANDA PM (Kd)
1 103
2 86
3 80
4 76
H 68
6 49
7 38




48. REACCION DEL SUERO DE CONEJO CON LOS EXTRACTOS
BACTERIANOS EN LA PRUEBA DE IET

Una vez realizada la transferencis a papel de nitrocelulosa (NC) de los patrones
electroforéticos de los dos extractos bacterianos se pusieron a reaccionar con el suero de
conejo inmunizado con el extracto del sobrenadante de B bromckiseptica.En la Figura 8 se
muestrs el patron antigénico de B bronchiseptica ceps LBF y A pleuropnemoniae
serotipo 1. En donde se observa que para R bronchiseptica se reconocieron 4 bandas de:
66, 62, 52, y 38 Kd de peso molecular y para A. plesropaemonise no se observa ningun
tipo de reconocimiento (no se detectd la presencia de bandas).




FIGURA 8

Patron antigénico de los extractos bacterianos B, hronchiseptica cepa LBF" y de A.

(1)

pleuropnemoniae ™ serotipo 1.

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

extracto de B. bronchiseptica.



S5, DISCUSION

La porcicultura se encuentra afectads regularmente por las enfermedades infecciosas,
siendo Ias respiratorias las principales causas de moibilidsd y mortalidad; aun cuando exil'ten
dudas acerca de su etiologia, estas son atribuidas principalmente a las bacterias del género
Pastexrella, Bordetella y Actinobacillus (Leman, 1986; Taylor, 1981).

Aunque la patogenis de la pleuroneumonia contagiosa porcina (PCP) no esta
totalmente definida, en los ultimos afios Ia atencion se ha centrado en varios fictores de
virulencia entre los cuales se encuentran las exotoxinas y endotoxinas de Actinobacillus
plenroprenmoniae. Se han descrito toxinas con actividad hemolitica y/o citotéxica en todos
los serotipos estudiados de esta bacteria (Devenish y Rosendal, 1990).

También se sabe que en la diseminacion de la PCP juegan un importante papel los
cerdos subclinicamente infectados, por lo que la identificacion serologica de este tipo de
animales no es sencilla debido a que en muchas explotaciones porcinas se inmuniza a la pisra
(Fenwick, 1986, Udeze and Kadis, 1992). Esto supondria teoricamente que la diferenciacién
entre un animal inmunizado y uno infectado podria realizarse empleando la hemolisina como
antigeno, asumiendo que ¢l animal infectado tendria anticuespos contra la toxina y ¢l cerdo
inmunizado no.



Devenish (1990), determiné Ia respuesta humoral y la inmunoproteccién en cerdos
inmunizados con Ia hemolisina purificada de 4. plesropuemoniae serotipo 1 y desafiados
posteriormente con la bacteria virulenta. La asociacion entre los anticuerpos neutralizantes y

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

Bathia y col. (1991), observaron en un modelo de ratén que Ia hemolisina purificada
(105 Kd) confiri6 proteccion parcial al desafiar a los ratones intranasaimente con una dosis
letal de A. plenropnemoniae serotipos homologos y heterlogos, sin embargo también

observaron que ¢l serotipo puede diferir en su habilidad para producir la hemolisina.

La hemolisina de 4. plenropsemoniae serotipo 1 fue purificads y caracterizada
como una proteina de 105 Kd mediante Ia técnica de hibrizacion del DNA; demostrando
también que contiene fragmentos de DNA que son particularmente homoélogos a los genes
deE. coli (hly A y hly B), (Gygi, 1990). Por lo que las hemolisinas de A. plesropnemonise
pertenecen a una familia de citotoxinas denominadas RTx (toxinas estructuraimente
similares) (Strathdee y Lo, 1989) ¢ incluyen estructuras relacionadas citotoxinas/hemolisinas
de un amplio rango de bacterias gram negativas, incluyendo £ coli, P. kemolitics, Proteus
mirabilis, Proteus, spp, Morgenclla morganii, A plernopneunmonioe y A.
actinomicetemcomitans (Lo et al., 1989; Koranakis et al., 1988, Lally et al., 1989; Change
et al. 1989).Ocasionando con esto mayor problema para la identificacion serolégica ya que
puedc dar resultados falsos positivos,



Nakase (1957b y 1957¢) y Roop 11 y col. (1987) describieron las diferencias en Ia
morfologia de las colonias de B. bronchiseptica observadas entre [as 4 fases que presenta
este microorganismo, dentro de [as cuales se encuentra la actividad hemolitica del mismo. La
fase I corresponde al primo aislamiento y el cultivo de 24 h de incubacion presenta colonias
pequefias, redondas, transparentes, convexas, superficie lisa brillante con bordes definidos y

P

con la

de producir hemolisis (en agarsangre). La cepa LBF de R
bronchiseptica utilizada para la realizacién de este trabajo se clasifico dentro de Ia fase I,
trabajo realizado por Barcenas (1993), sin embargo es poco lo que se conoce acerca de las
hemolisinas que presenta esta bacteria. En el presente estudio se encontré que la hemolisina

es un producto de excrecion de la bacteria.

El diagnéstico de Ia infeccion ocasionsda por B bromchiseptica en Ias granjas esta
actualmente basado en el aislamiento del microorganismo. No obstante, con la aceptacion de
B. bronchiseptica como una de las causas primarias de la RAP, varios estudios pars
determinar los niveles de anticuerpos han indicsdo que las pruebas serologicas pueden ser
utiles en el diagnastico de [a enfermedad (Kang y col, 1974; Kemeny, 1973, Kemeny y
Amtomer, 1973; Ogata y col., 1973). Pascale y Nicole (1993) observaron que después de Ia
infeccion con B. bronchiseptica virulenta se presents una primera sintesis y la persistencia
de anticuerpos anti-adenilciclasa-hemolisina y anti-hemaglutininas filamentosas en el suero
de ratones infectados, lo que sugirio persistencia de Ia bacteria o de sus antigenos; sus
resuitados indicaron que el compiejo adenilato ciclasa-hemolisina juega un papel importante

en la virulencia de esta bacteria y es un antigeno protector contra la infeccién.



Montaraz y col. (19885), identificaron un antigeno proteico de membrana externa de
68 Kd, el cual pou.il actividad de adenilato ciclasa, empleando los anticuerpos
monoclonales BBOS y BBO7; cbservaron que Ia inyeccion pasiva del anticuerpo BBOS
pmt@ al raton de la infeccion cuando era aerosolizado con la B dronchkiseptica.

Posteriormente se purificd ¢l antigeno de 68 Kd por cromatografia de afinidad
basada en BBOS, se evalud su potencia para inmunizar activamente a ratones contra el
desafio intraperitoneal o por aerosol, observando una disminucién de los niveles de
mortalidad y/o los conteos bacterianos en pulmén (Montaraz et al., 1985). Novolny y col.
(1985b) en otro estudio obsesvaron la ausencia de la proteina de 68 Kd en cepas no
patégenas de B. bronchiseptica mientras que cepas virulentas si la presentaban.

En este trabajo se observaron 7 proteinas del extracto de sobrenadante de la cepa
LBF de B bronchiseptics, mientras que en el enfrentamiento con ¢l suero hiperinmune de
conejo contra esta cepa se observaron 4. La proteina de 66 Kd fue reconocida por el suero
hiperinmune de conejo por lo que se podria inferir que se trata del mismo antigeno
reportado por Montaraz y col. (1985) y Barcenas (1993). Aiin cuando los animales de
laboratorio (conejo) no son los hospederos naturales de Bordetells bronchiseptica, resulia
indispensable emplearios como modelos experimentales; ya que al ser sensibles s la
infeccion, nos proporcionan uns serie de resultsdos los cuales podrian ser tratados de
reproducir en el hospedero natural (cerdo) extrapolando ésto mismo protocolo. Todo esto



con el fin de determinar si las proteinas reconocidas por el suero de conejo también son

inmunogénicas para el cerdo.

En cuanto a los resultados dei enfrentamiento del suero hiperinmune de conejo de R
bronchiseptica contra el extracto del sobrenadante de 4. plexropnemonise serotipo 1
(hemolisina) se puede establecer que no existe relacitn serolégica entre ambas hemolisinas.
Por lo que la hemolisina de & bronchiseptica no pertenece al grupo de la citotoxinas Rix.




6. CONCLUSIONES

En las condiciones a las cuales se lievo acabo la cinética de crecimiento se observd

que Ia méxima produccion de hemalisis se presentd a las 20 h.

La hemolisina de Bordetella bronckiseptics es un producto de excresion.

En el patron electroforético del extracto de Ia cepa hemolitica de Bodetella
bronchiseptica se observaron 9 bandas de: 205Kd, 116Kd, 97Kd, 84Kd, 66Kd,
55Kd, 45Kd, 36Kd, 29Kd.

Las proteinas inmunogénicas para ¢l conejo det extracto del sobrenadante de la cepa
LBF de Bordetelln bronchiseptica fueron de: 66Kd, 62Kd, $2Kd, 38Kd.

Con respecto al modelo experimental tomado (Suero hiperinmune de conejo) se
establece que no existe identidad seroldgica entre los antigenos detectados de
Bordetella bronchiseptica y Actinobacillus pleuropneumonise.




7.APENDICE

. BUFFER DE FOSFATOS, pH 7.2.

Solucion A: (NaH2PO4 0.2 M): se disolvieron 27.6 g de NaH2PO4.H20 en agus
destilada, completando a un litro.

Solucién B: (Na2HPO4 0.2 M): 53.65 g de Na 2HPO4.7H20 se disolvieron en sgua
destilada, llevando & volumen final de un litro.

Sohucién A 140 ml
Solucién B 360ml
AgUa destilada ..........ooccecormersirinn 500 ml

2. GELES DISCONTINUOS DE POLIACRILAMIDA DODECIL SULFATO DE SODIO
(SDS-PAGE).

A) Solucion de mondmeros, acrilamida-bis acrilamida.

ACTIRMIAR. ... covvververrvesisrassennen 308
Bisacrilamida ..........ccccorverricrorrennad 0.8g.

Vs




B) Regulador del ge! de separacin Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8.

C) Regulador del gel concentrador Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8,

Trzmabase ...........cccovvrveveeriierienne 308

D) Lauril sulfato de sodio, (SDS) al 10%.

E) Persulfato de amonio al 10%.

F) Gel de separacion.

Solucién de monémeros ............... 12 ml,

Tris 1.5M,pH8S8. ...........cc........ 7.5 ml.
SDS 10% 0.6 ml.

Se hizo vacio durante 15 minutos.
Persulfato de amonio 10% ........ 0.075 ml.
N"N"N"N"tetrametiletilendiamina (TEMED).......... 0.005 ml.




G) Gel de concentracion.

Solucién de monomeros .............. 1.33 ml.
Tris0.5SM,pH6.8 ..o, 2.5ml.
SDS &l 10%.........c.ooirvinnirnnnannd 0.2 ml
Aguadestilada ...............oocccrre 6.1ml.

Se hizo vacio durante 10 minutos.
Persulfato de amonio al 10% ........ 0S5 ml.
TEMED ......covienenisanmmminns 0.005 ml.

3. SOLUCION AMORTIGUADORA DE CORRRIDA (TRIS 0.025 M, GLICINA 0.192

M, SDS AL 0.1%, pH 8.3.
Trizmabase ...........c.covviierinnnans 3.08.
Glicina 144g
SDS al 10% ......cccovvrenircemiiniasnnns 10ml
Agua destiladahasta .............cccune.. 1
4. SOLUCION DIGESTORA.
Tris 0.5 M, pH 68 ..........oc.... 4375 ml.
sDS . 01g.
Glicerol ... 0.5 ml.
2-mercaptoetandl ...............vviene 0.25 ml.
Azul de bromofenol ...................... 0.05g.



S. SOLUCION MADRE PARA TINCION DE PROTEINAS.

Azul de coomasie R-250 ................... 28
Aguadestilada ...........cccccervverrinins 200 ml

6. COLORANTE DE TRABAJO PARA TINCION DE PROTEINAS COOMASIE R-250 i
AL 0.125%.

Solucion madre de Azul de Coomasie ....62.5 ml.

Metano! absoluto ............ccoernenees 250 ml
Acido acético glacial ..................... S0 ml
Aguadestilada ..............ccorovenne 137.5 ml.




9. AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA (TRIS 0.025 M, GLICINA 0,192 M, pH

8.3, METANOL 20% V/V).
Trizmabase ............ccoeennns rerienes 3.023g.
Glicina 1448
Metanol .........coovcooocnnursocrrssines 200 ml.
Agua destilnda .............occocrorcnnn. 800 ml

10. SOLUCION DE NEGRO DE AMIDO AL 0.1 %

Negrodeamido ...............cccnoeunes 0.lg.
Metanol ..o 45 ml
Acido acético glacial .................... 10ml

Aguadestilada .................oouiriienns 45 ml.

11. SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIETANOLAMINA pH 7.2 (TBS).

Cloruro de $0dio ............ocoeeniennenns 758
TrCLANOIAMINA ........cccvvrreerrinsrmenes 2.8 ml,
Acido clorhidrico I N ................. 17.0 ml.
Cloruro de magnesio ....................... 0.1g
Cloruro de calcio ...........cumurureces 0.02g.
AGUA destilndh ........oorecrornrerecren 980.2ml




12. SOLUCION REVELADORA.

Alfa-cloronaftol ............ccovvernnn: 0.03 g
Metanol absoluto ...............covvviins 10.0 ml.
TBS, PH 7.2 .iincccnininnae 50.0 ml. '
Peréxido de hidrogeno ................. 0.05 mt.
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