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R E S U M E N 

En éste trabajo, fué posible concentrar, purificar y 
caracterizar, de un sobrenadante de cultivo masivo de Hae 
!l!Ophil us .P.l europneumoni ae serot ipo 5 (cepa 8022), una EXQ 
TOXINA; para ello fu~ necesario efectuar un crecimiento -
masivo de la bacteria hasta finali2ar su fase logaritmica 
de crecimiento. Una vez real izado esto, se separó el mi
croorganismo del medio de cultivo por centrifugación a 
4ºC, esterilizando por filtración el sobrenadante obteni
do. Para concentrar los solutos protéicos de interés (pe 
so molecular mayor 10 000 d) presentes en el sobrenadanfe 
de cultivo, se efectuó un proceso de microfiltración; ya 
concentradas al máximo estas proteinas, fueron liofiliza
das. Las proteinas presentes en el liofilizado crudo, -
fueron ensayadas por electroforesis en geles SOS - polia
crilarnida al 5'.~ y 10% par11 determinar su IJeso molecular, 
detecté1ndose al final dt:"I experimento, soiamente una pro
teína monomérica de Peso f>iolecu·lar aproximado a 14 000 d. 
La exotoxina fu~ separada de los solutos proteicos resi -
duales de Peso Molecular menor de 10 000 d, que no pudie
ron ser excluidos en el proceso de rnicrofiltraci6n, utili 
zando el método de cromatograffa de exclusión molecular.
Por la técnica de electroenfoque analítico en gel de po -
l ·i acri 1 ami da, pudo determinarse el punto i soe 1 éc tri ca de 
la exotoxina, resultando ser a un pH de 4.2 

La toxicidad de la exotoxina aislada, fué probada en 
conejos raza California, los cuales fueron inoculados in
tranasalmente con la toxina cruda (liofilizado crudo) y -
purificada, de acuerdo a un calendario de inoculación. -
Observandose al final del experimento~que dicha exotoxina 
no fué capaz de desarrollar la Neumonía fibrinonecr6tica 
caracterfstica en cerdos infectados experimentalmente con 
el sobrenadante de cultivo de !i· p·leuropneumo_niae libre - . 
de bacterias; pero si' resultó ser toxica por si misma pa
ra los pulmones de los conejos inoculados con la exotoxi
na cruda y purificada. 

Con los resultados de éste trabajo, se puede presu -
mir que uno de los mecanismos que contribuyen a la patog~ 
nía de Ji. ~euroQneumon"iae, es su capacidad de producir -
una exotox1na. 
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N T R o o u e e l o N 

Las cuantiosas pérdidas económicas ocasionadas por las in 
fecciones respiratorias de Haemophilus pleuropneumoniae, han~ 
motivado a muchas comunidades científicas mexicanas y de otros 
paises del mundo, a realizar investigaciones sobre la pleura -
pneumonia fibrinonecrótica en cerdos, con el objeto de conocer 
entre otras cosas la patoge~iJ y posibles formas de control de 
esta enfermedad. Desafortunadamente se conoce relativamente -
poco de la enfermedad, por lo que aan no ha sido posible elabo 
rar toxoides, vacunas vivas atenuadas, o bacterinas, capaces -
de prevenirla totalmente. 

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

El género Haemophilus está constituido por bacilos Gram -
negativos con un requerimiento para NAD (factor V) y/o hemina 
(factor X} (12, 13, 20, 32). 

Algunas especies del género Haemophilus so~ parásitos de 
las mucosas del hombre y aparecen como un constituyente de la 
flora microbiana normal del tracto respiratorio alto y menos -
extensivamente en las mucosas de órganos genit~les; esto mis~o 
parece ser verdad para los cerdos, aves, gatos, ~atas, ratones 
cobayos, venados, borregos, perros y changos (21). 

El género Haemophilus contiene algunos de los más impar -
tantes microorganismos patógenos primarios en cerdos (31): Hne_ 
mophilus ~leuropneumoniae, Haemophilu~ suis y lj_a.Q!!!_QJ?.l!JJ_~~ pare. 
su is. 

Las infecciones respiratorias por.!:!· P.leuropn!:'.~~~· ·· 
fueron descritas por primera vez en Argentina (Shope 1963¡(14} 
En México el primer aislamiento reportado correspondió a un 
brote en Tlaxcala en 1978 (42). 

Etiología. 

Hael!lQJ.hilus ~ha~molyticus (Pittrnan 1953), actualmente 
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llamado Haemophilus pleuropneumoniae (Shope 1964), es un bacilo 
pleomórfico capsulado, principalmente cocobacilo Gram negativo 
(longitud de 3 a 8 )Jm y diámetro de 0,3 a 0,6 JJm), inmóvil, no 
esporulado, anaerobio facultativo. Al igual que otros microor
ganismos Gram negativos posee una pared celular compuesta entre 
otras cosas, por complejos de 1 ipopol i sacáridos (LPS) o endoto
x ina (47). Para su aislamiento requiere del factor V (NAO), p~ 
ro no del factor X (hemina). 

Sus características bioqufmicas son: 

Cata lasa 
Oxidasa 
Sulfhídrico 
Indo l 
Ureas a 
Fosfatasa alcalina 
Ornitin descarboxilasa 
H emó l is is 
Alfa - glucosidasa 

* dudoso 

* 
* 

+ 
+ 

+ 

Reducción de nitratos 
Estearasas 
Lactosa 
Manitol 
Xilosa 
Oesoxirribosa 
Acido de glucosa 
Gas de glucosa 
Acido de sacarosa 

(22, 29, 42) 

+ 
+ 

+/

+/

+/-

+ 
+ 
+ 

La actividad hemolftica beta de ff. pleuropneumoniae, utili 
zando cepa nodriza de Staphylococcus aureus, se ha demostrado 
en agar sangre de ternera, carnero, humano, conejo, aves de co
rral y caballo; siendo el agar sangre de ternera el más sensi -
ble para la detección de dicha actividad (21). Sin embargo, se 
ha observado que dicha actividad hemolítica se pierde después -
de varios pases sucesivos (14). 

El crecimiento de ff. pleuropneumoniae en agar sangre con -
cepa nodriza y en otros medios de cultivo enriquecidos con NAO 
(BHI más 10% de extracto de levadura fresca), se caracteriza -
por la formación de colonias redondas, pequeñas (0.5 a 1 mm de 
diámetro), convexas y con fuerte iridiscencia (14). 

Se han reconocido 7 serotipos de ff. pleuropneumoniae basa
dos en sus diferencias antigénicas capsulares, entre los que 
predominan: 
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SEROTIPO 

2 

3 

4 
5 

6 

7 

Epizootiología 

LUGAR DE AISLAMIENTO 

Argentina, Australia, Canada, E.E.U.U .• 
Holanda y Suiza. 
Dinamarca, Canada, Inglaterra, Suecia y 
Suiza. 
E.E.U.U., Inglaterra, Suecia y Suiza. 
E.E.U.U., Francia, Suecia y Suiza. 
Bélgica, Canada, E.E.U.U., Finlandia, -
Holanda y Taiwan. 
Dinamarca y Canada. 
Dinamarca y Canada. 

(14, 15, 45, 46) 

Actualmente las infecciones respiratorias por tl· Qleuro -
~neumoniae solo han sido reportadas en cerdos, en los que la -
ecradmas---~fectada es de 10 a 12 semanas, aunque· cualquier edad 
es susceptible (55). 

La enfermedad puede ocurrir en forma aguda (extensión fi
brinohemorrágica), la cual .Presenta una mortalidad alta que 
puede variar de 0.4 a 100%, dependiendo de la situación en par 
ticular. En la forma crónica (locaiizada y necrozante), disrnT 
nuye la calidad en crecimiento de los animales e incrementa s~ 
costo de producción (19, 45, 48). 

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

La transmisión de la infección de cerdo a cerdo es debida 
a la proximidad entre animales de una granja; la transmisión -
entre granjas ocurre a través de la introducción de animales -
crónicamente infectados en una población sin previa experien -
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cia con la enfermedad, facilitando la propagac1on del microorga 
ni smo, de ta 1 forma que el brote se pre sen ta súbitamente, detec 
tandose por la muerte de algunos cerdos en la granja (8 1 14). -

Entre los factores que predisponen a los problemas respir~ 

torios en cerdos, tenemos: cambios bruscos de temperatura, ma -
las condiciones de higiene, adquisición de nuevos animales, hu
medad relativa y viento. Algunos autores consideran que el faf 
tor más importante es la densidad de población animal (8), 

Patogenia 

!!· pleuropneumoniae penetra por vfa aerea (28, 35, 50) y -
las evidencias disponibles sugieren que la enfermedad ocurre 
cuando el invasor escapa a los mecanismos de respuesta inmunolQ 
gica del tracto respiratorio alto, permitiendo la multiplica -
ción del microorganismo a nivel alveolar. Esto seguido de su -
inactivación, ya sea en forma expontánea o después de su inte -
racción con los macrófagos alveolares, para los que resulta ci
totóxico (2, 45). 

Se ha sugerido que si la toxicidad de !!· ~ropneumoniae 
p~ra macrófagos alveolares de pulmón de cerdo, demostrada in vj 
tro, prevalece también in vivo, esto podría contribuir al curso 
rápido y fulminante de la enfermedad (2), 

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

En los aislamientos microbianos obtenidos a partir de pul
mones neumónicos, se ha encontrado!!· pleuropneumoniae sólo o -
en compañia de Pasteurella multocida, esto sugiere que!!· .P.lg~

ropneumoniae es capaz de producir suficiente daño en el pulmón, 
que eventualmente permite a P. multocida producir una neumonía 
aún más severa, fatal en algunos casos (2, 26). 

Stanford en 1982, demostró que la endotoxina (LPS) puede -
causar trombosis vascular con vasculitis, exudación de fluido -
edematoso hemorrágico y además, que las enzimas lisosomales prQ 
teoliticas, liberadas por los macrófagos alveolares, pueden co~ 

tribuir a las lesiones observadas (47, 48). 
Los sobrenadantes del medio de cultivo de!!· pleuropneumo

Biae libres de bacterias, o la bacteria no viable sonicada, pu~ 
den inducir neumonía localizada, la cual es similar microscópi
camente a la causada en cerdos infectados experimentalmente con 
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la bacteria viable. Además, se ha probado que la bacteria muer 
ta por calentamiento pierde su citotoxicidad (2, 45), -

Por todo lo anteriormente mencionado, se ha sugerido que -
la patogenia de~· pleuropneu~~~. está probablemente asocia
da a la actividad metabólica de la bacteria (exotoxlnas y/o en
dotoxinas). 

La toxicidad asociada a los sobrenadantes de cultivo de H, 
.2.Jeuropneumoniae, ¡¡ la bacteria no viab'le sonicada y a la bacte 
ria viable, puede ser neutralizada por sueros de cerdos recupe~ 

rados de la enfermedad (45). 

Signos y Lesiones. 

Según el estado de inmunidad del cerdo, el curso el ínico -
de la enfermedad puede ser: 

Hiperagudo: Membranas fibrinosas cubriendo la pleura. 
- Agudo: Lesión pulmonar extensiva y fibrinohemorragica. 

Crónico: Lesión pulmonar localizada y necrozante. 

(8. 14, 54), 
Los signos clfnicos de la enfermedad pueden ser: Anorexia, 

tos, vómito, hemorrágias por boca y nariz, debilidad general, -
temperatura y notable incremento del sonido vesicular (49, 54). 

Las lesiones observadas en estudios postmortem, están res
tringidas al aparato respiratorio, siendo estas: pleuritis fi -
brinosa, áreas de infarto, pulmones extremadamente congestionn 
dos, lesiones fibrinosas que complican los lóbulos diafragmáti
cos y en menor gradó los lóbulos anteriores (19, 32, 48). 

Los hallazgos histopatol6gicos muestran grandes acúmulos -
de células, principalmente linfocitos y macrófagos, y en menor 
cantidad polimorfonucleares, especialmente en el fluido edemato 
so del septo interlobular. Los cambios histopato16gicos son: -
bronconeumonfa descamativa - prol iferativa con pleuresía fibri
nn~~. En los casos fatales, los bronquios y trfiquea se hallan 
obstruidos con fluido sanguinoliento y exudado mucoso, En la -
mayorfa de los casos crónicos, se observa formaci6n de nódulos, 
áreas de necrosis y adhesiones p1eurales (14, 15, 17). 
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Diagnóstico y Tratamiento. 

El diagnóstico constituye un factor escencial en los estu
dios epizootiológicos y en el control de la pleuropneumonfa fi
brinonecrótica en cerdos (33, 46). Este puede realizarse por 
observación directa de las lesiones patognomónicas en exámenes 
postmortem. En los rebanas de engorda crónicamente infectados, 
las adhesiones pleurales y la nec~osis, pueden ser sugestivas, 
aunque hace falta el diagnóstico bacteriológico. El agente in
feccioso en algunas ocasiones puede ser aislado de las adhesio
nes pleurales y/o de las tonsilas, hasta 4 meses después de la 
infección (15, 17, 48), 

La detección de anticuerpos contra H. ~opneumoniae, -
puede efectuarse por la prueba de fijacion de complemento. Es
ta prueba ha sido el método de elección, sin embargo, su ejecu
ción presenta dificultades técnicas, debidas principalmente a -
la actividad anticomplementaria del suero de cerdo, lo que impi 
de una interpretación correcta de los resultados (15, 33). 

La técnica indirecta de anticuerpos fluorescentes ha resul 
tado ser serotipo - específica y por lo tanto, puede ser ütil -
para la mera detección de las infecciones por H. pleuropneumo -
niae, remplazando a las pruebas de aglutinacion o inmunodifu -
sión, ya que entre otras cosas, los resultados pueden obtenerse 
despüés de 3 6 4 horas. Sin embargo, ~o ~e ·han·realizado estu
dios sobre posibles reacciones cruzadas con otras bacterias co
munmente asociadas con neumonía en cerdos (P. multocida, 8orde
tella bronchiseptica, y otras más), por lo que esta pruebaaun 
no resulta muy confiable (46). 

A partir de 1981, la prueba de ELISA ofrece una interesan
te alternativa a la prueba de fijación de complemento, estable
ciendo un gran campo de aplicación para la detección de anti -
cuerpos contra~· pleuropneumoniae (33). 

En la práctica clínica, las combinaciones a base de sulfas 
(sulfametacina, sulfameracina, sulfadiacina), y antibióticos de 
amplio espectro, han resultado ser ütiles en el tratamiento, -
sin embargo, su costo es muy elevado. La penicilina es ladro
ga de elección en el tratamiento parenteral de la pleuropneumo
nía. Como segunda opción se cuenta con: cloranfenicol, tetracl 
clinas y furazolidonas. La estreptomicina y los macrdlidos son 
poco recomendables (14, 34, 54). 
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Control 

Se ha observado, que al provocar la neumonfa experimental
mente por via intranasal, y después desafiar con la misma cepa, 
hay protección y transferencia de anticuerpos de madre a hijos 
(37). Esto sugirió que la vacunación contra la infección por -
H· pleuropneumoniJl podría ayudar en el control de 'la enfermedad 
Debido a esto, se han elaborado una gran variedad de bactr.rinas, 
de las cuales, la que mejores resultados ha proveído, es la que 
emplea un cultivo de li· pleuro neumoniae de 6 horas inactivado 
con formalina más un adyuvante completo de Freud o Tween 80) -
(45). Se ha obtenido una mejor protección con bacterinas más -
adyuvantes oleosos y no con adyuvantes de gel ( 19, 36). El mo
do de acci6n de los adyuvantes oleosos no esta completamente en 
tendido, pero las evidencias obtenidas indican que la mayoría -
de ellos actúan incrementando la función de macrófagos y célu -
las T. Esto aunado a los hallazgos histopatológicos que mues -
tran infiltración linfocitaria en las áreas lesionadas, sugiere 
que la inmunidad celular tiene un papel importante en las defen 
sas del huésped contra la infección por~. pleuropneumoniae (37, 
41, 43). 

La inmunidad obtenida por una bacterina con células compl! 
tas, ha resultado ser más efectiva que la vacuna preparada a -
partir de material capsular, quizá por tener determinantes anti 
génicos de los cuales carecen las vacunas capsulares (36). -

La respuesta celular de cerdos vacunados o infectados expe 
rimentalmente es intensa, además, la cantidad de anticuerpos e 
inmunidad celular producida por la vacunación, es similar a la 
obtenida por la infección experimental, por lo que se ha sugerj_ 
do que los títulos de anticuerpos obtenidos por vacunación no -
son lo suficientemente fuertes como para prevenir la infección 
(19, 41). 

En conclusión las bacterinas producidas hasta la fecha só
lo reducen las pérdidas por muerte, reduciendo muy poco la mor
bilidad y el daílo al tejido; ademas, no aumentan la ganancia de 
peso por permitir la sobrevivencia de algún porcentaje de cer -
dos con lesiones, de tal manera que las pérdidas económicas en 
cerdos mfnimamente protegidos pueden ser mayores en los sobrevi 
vientes que en los muertos. 

Se ha intentado para el control de la pleuropneumonía fi -
brinonecrótica en cerdos, la e1aboración de vacunas bacterianas 
vivas atenuadas, utilizando mutágenos que puedan conferir <lepe~ 
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dencia a alguna sustancia (nutriente o antibiótico), que la ba~ 

teria sea incapaz de sintetizar y que resulte un factor indis -
pensable para su crecimiento¡ sin embargo, esto aan no ha sido 
posible (14). 

Por todo lo anteriormente expuesto, es evidente que el co
nocimiento de la patogenia de la enfermedad ocasionada por 11. -
pleuropneumoniae_, es importante para lograr su control, medTan
te el uso de bacterinas o cualquier otro tipo de vacunas (vacu
nas vivas atenuadas), por lo que el propósito fundamental de és 
te trabajo, es tratar de aportar elementos al conocimiento de ~ 
la toxigenicidad de la bacteria, considerando la posibilidad de 
la utilización de toxoides en el control de ésta enfermedad. 
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TOXINAS BACTERIANAS. 

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

l. La invasividad, que es la capacidad para entrar en los 
tejidos del huésped, multiplicarse ahí y diseminarse. 

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

3. Inducción de respuestas inmunes a antígenos bacterianos 
o sus toxinas, 

(3, 12, 13, 20, 38) 

Mientras que el proceso invasor provoca lesiones en las -
células del huésped, sólo en la vecindad de la zona de invasión 
las toxinas solubles pueden causar lesiones citot6xicas situa -
das a distancia de la lesión original. Algunas especies bacte
rianas parecen deber su patogenicidad exclusivamente a su capa
cidad invasora (por ejemplo Diplococcus neumonia_g_), mientras -
que otras son casi exclusivamente toxigénicas por ejemplo Clos 
tridium tetani). Muchas especies bacterianas son a la vez inva 
soras y toxTgenicas (Streptococcus piogenes)(3, 12, 13, 20, 38)-

Las toxinas bacterianas suelen clasificarse en: 

- Exotox~nas: Son proteínas excretadas por los microorga -
nismos que las producen al medio circundante 
en que crecen. Su concentración en la mayo
ría de 1 os casos , p a rece ser p a r a l el a a 1 e r~ 
cimiento bacteriano. 

- Endotoxinas: Son complejos lipopolisacáridos de la µared 
celular de las bacterias y se liberan al me
dio sólo cuando el microorganismo se autoli
za, o es artificialmente fragmentado por mé
todos mecánicos o químicos. 

(3, 12, 13, 20, 38) 

Los criterios para la diferenciación de exotoxinas y endo
toxinas, se muestran en la tabla No. 1 
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Tabla No. 1 

Criterios para la diferenciación de exotoxi~as y endotoxj_ 
nas (3, 12, 13, 20, 38, 47). 

E X O T O X I N A 

Se encuentran en el lfquido en que 
son cultivadas las bacterias. Aunque 
se forman en las células, son excreta 
das rápidamente. -

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

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

Muy tóxicas. 

Producen efectos t6xicos altamente 
específicos en ciertos tejidos. Tales 
efectos son característicos de la to
xina y sirven para identificarla. 

No producen fiebre en el huésped. 
Son poco estables, pierden rápida

mente su toxicidad por el calor a 60ºC 
y se alteran pronto a la temperatura 
ordinaria o por exposición a la luz -
ultravioleta. 

Son fuertemente antigénicas inyec
tadas en animales, estimulan la pro -
ducci6n de grandes cantidades de anti 
toxina neutral izante. -

Pueden ser convertidas a toxoides 
atáxicos antigénicos, por tratamiento 
con aldehído fónnico, enzimas proteo
líticas, calor, y otros. 
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E N O O T O X I N A 

Están íntimamente ligadas a lacé
lula bacteriana, de la que sólo pue -
den salir por destrucción mecánica de 
la bacteria, o por autolisis de las -
células viejas. 

Son macromoléculas complejas que -
contienen lipopolisacáridos y fosfolí 
pi dos, -

Son producidas principalmente, si
no de manera exclusiva, por bacterias 
Gram negativas¡ entre ellas H. pleura 
pneumoni ae ( 47). -

Poco tóxicas (menos potentes que -
las exotoxinas). 

Producen efectos t6xicos no especí 
ficos. -

Producen fiebre con frecuencia. 
Son relativamente estables. Con -

servan su toxicidad después del cale~ 

tamiento a 60ºC. No se alteran cuan
do se guardan a la temperatura ordina 
ria, ni por exposición a la luz ultr~ 
violeta. 

Son débilmente antigénicas. No e1 
timulan la fonnación de antitoxina, -
estimulan la formación de anticuerpos 
al residuo de polisacárido. 

No son convertidas a toxoides. 



Obtención y Purificación de exotoxinas bacterianas, 

La separación de exotoxlnas bacterianas es un proceso com
plicado, por el hecho de que se encuentran generalmente en muy 
bajas concentrdciones en el sobrenadante de cultivo. Puede ser 
requerida la concentración de grandes volúmenes de sobrenadante 
de cultivo, para obtener cantidades relativamente pequenas; ad! 
m~s. algunas bacterias pueden fabricar m§s de un producto extra 
celular. -

Es ventajoso saber o determinar, las condiclones óptimas -
de crecimiento bacteriano, ya que muchos ant1genos extracelula
res aparecen en el sobrenadante de cultivo durante la fase log~ 
ritmica de crecimiento y algunos son producidos en paralelo con 
el crecimiento celular, es por tanto común continuar el creci -
miento bacteriano hasta la terminación de la fase logarftmica -
del crecimiento, ya que las células pueden lisarse liberando--· 
protefnas, ácidos nuc16icos u otras sustancias macrornoleculares 
las cuales pueden co111plica1' el procedimiento de pu1·ificación, -
pudiendo preguntarse cuál toxina obtenida bajo tales circunstan 
cias puede ser considerada extracelular. -

El pH óptimo de crecimiento de la bacteria, la tempernl~ra 
y el medio ambiente gaseoso deben ser considerados, ya que algu 
nas enzima~ o su~ rrecursorf's no se liberan hastil que ,~·¡ pH deT 
medio de cultivo a descendido a cierto nivel. El dió>:ido de 
ca r bon o es re que r i do p a r a l a pro d u c c i ó n m á x i m ~; d '' :! ! g un o:; p,. o -
d u c tos d r. esta f i l o e o e os , y l a a ere a c i 6 n por a g 'ita e 1 ,': r; v ·¡ 9 oros a 
es requerida para otros. 

L a s e p a r a c i 6 n d e 1 s o b re n ad a n : e d e e u 1 t i v o rk 1: :J ·¡ 1J 111 (' n P 5 re · 
lativamente pequeRos (4 a 12 litr0s), generalmente ~~ efectda -
p o r c e n t r if u g a c i ó n . O e 1 a s b a c t e 1 • i a s q u e s e d i me n ta 11 f i i · nHe 111 ~ r1 : 

tras la centrifugación, el sobrenadantu de cultivo puede ~er s~ 

parado por simple decanL1ción; sin embar·go, si 'lo bi:lci:\'ri.•1 no -
es sedimentada firmemente tras 1~ centrifugación, de~oués ie la 
decanta c i 6 n , es ne e es a r i él i a f i l trae i d n . No ,,, s pos i !: 1 .: i;r, n tri · 
fugar grandes volúmenes de sobrena(lante de cu'! tiv:• bajo cond·i -
e i o ne s e s té r i l e s , p o r 1 o t" n t o , l ~ e e n t r i fu g a e i 6 1, d e'! 'i i~ re i.I ·¡ ·i z a .C 
se con la mayor as~psiíl posible. El en;riamiQnto d01 sobrena -
dante a n tes y d u r a n te i a e en t r if u g a c i ó n , i n h i be e 1 e i" ':!e i m ; r_, n tu 
de bacterias extrañas con tumi nantes; además, pci·m·i t,, co11servar 
la estabilidad del producto o 1os productos b:tcter i«nrJs dr: in1'~' 

rés. 

12 



En algunas ocasiones puede ser aceptable y deseable, este
rilizar el sobrenadante de cultivo bacteriano tras la centrifu
gación. 

La filtraci6n puede ser satisfactoria con volQmenes de so
brenadante de cultivo que no sean demasiado pequeílos, ya que 
cantidades significativas de exotoxina pueden adsorberse al fil 
tro durante las etapas de filtración. 

La filtración es preferiblemente ejecutada en frfo, parti
cularmente cuando ésta es llevada a cabo por largos períodos de 
tiempo. 

La concentración preliminar de los productos extracelula -
res,presente en el sobrenadante de cultivo bacteriano,es neces~ 
ria, ya que generalmente las cantidades de dichos productos son 
muy pequeílas. La concentración preliminar puede realizarse por 
el método de ultrafiltración, el cual tiene la ventaja de que -
la concentración puede ser ejecutada simultáneamente con la di§ 
lisis. La concentración por éste método puede requerir varios 
dfas y deberá ser ejecutada en un cuarto frío a 4ºC. 

La purificación final de las exotoxinas generalmente es 
realizada por una combinación de uno ó más de los métodos moder 
nos de separación de proteínas, tales como: cromatografía de ei 
clusión molecular, electroforesis, ultracentrifugación, y otroi 
más. 

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

portante seHalar que las preparaciones cristalinas no son nece· 
sariamente homogéneas. 

Como muchos productos extracelulares son altamente ldbiles 
a la temperatura ordinaria, es conveniente almacenarlos en re -
frigeraci6n, ya sea en forma cristalina o después de un proceso 
de liofilización de las soluciones concentradas y purificadas. 

(4, 6, 25, 60) 
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O B J E T I V O S 

Los objetivos de éste trabajo son: 

- Saber si ~..!.~~~~Qil.!!2. pleuropneumonia_§_ 
serotipo 5, es capaz de producir---ir-¡n 
vitro ", bajo ciertas condiciones, 
productos extracelulares de origen 
protéico (exotoxinas). 

- Aislar y purificar de un sobrenadante 
de cultivo masivo la(s) exotoxina(s) 
excretada por la bacteria. 

- Determinar el peso molecular de la{s) 
exotoxina(s), y el pH al que ésta(s) 
proteína(s), muestra un mínimo de so
lubilidad (punto isoeléctrico, pI). 

- Demostrar si la exotoxina es capaz de 
reproducir " in vivo " el cuadro tfp! 
co de pleuropneumonfa fibrinonecróti
ca. 
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M A T E R l A 6 y M E T O D O S. 

I. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE Haemophilus pleuropneumoniae 

Para este propósito, la cepa de tl· pleuropneumoniae sero
tipo 5 (cepa 8022), aislada de campo por el Dr. Gilberto Ochoa 
U. (Unidad de Investigaci6n y Estudios de Posgrado de la F.E.S 
"Cuautitlán"), conservada a -70ºC, se descongeló totalmente, y 
se tomaron inóculos para sembrarlos en los siguientes medios -
de cultivo, durante 24 horas a 37ºC: 

a) Agar nutriti.vo. 

b) Agar nutritivo con cepa nodriza de Staph,)'.lococcus au -
~· 

e) Agar sangre. 

d) Agar sangre con cepa nodrjza de~· aureus. 

e) Agar BHI más 5% de extracto de levadura fresca. 

De los crecimientos obtenidos en los medios de cultivo b, 
d y e, se seleccionaron las colonias"tfpicas"· (ver página 3) -
de ti· pleuropneumoniae, y se efectuaron las tinciones de·Gram 
correspondientes; una ·vez elegidas las colonias formadas por -
cocobacilos Gram negativos, se tomaron in6culos y se sembraron 
en agar BHI más 5% de extracto de levadura fresca, para poste
riormente incubarse a 37ºC durante 24 horas. Para mantener la 
actividad metabólica normal de crecimiento y reproducción de -
la bacteria por tiempo indefinido, se hicieron pases sucesivos 
de la misma, en las condiciones mencionadas anteriormente. 

Se comprob6 la pureza del microorganismo realizando las -
siguientes pruebas bioquímicas: 

- Motilidad - Glucosa - lndol 
- Catalasa - Gas de glucosa - Xilosa 
- Oxidasa - Lactosa - Urea 
- Sulfhl'drico - Manitol 
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Una vez obtenida la cepa pura, se tomó una azada del cre
cimiento bacteriano en agar BHl mas 53 de extracto de levadura 
fresca, y se Inoculó en una botella de dilusión de leche, con
teniendo ésta 50 mls, de caldo BHI estéril más 5% de extracto 
de .levadura fresca. Jncubandose posteriormente a 37°C durante 
18 horas. Transcurrido este tiempo, se centrifugó el creci -
miento bacteriano a 3000 r.p.m. durante 15 min., y se separó 
el sobrenadante de cultivo. 

Se determinó la concentración de proteínas del sobrenada~ 

te de cultivo obtenido y del medio de cultivo estéri 1, util i -
zando para ello el método de Lowry, et al (27). 

II. CURVA DE CRECIMIENTO PARA H· pleuropneumoniae 

En un volumen de 50 mls. de medio de cultivo BHI más 5% -
de extracto de levadura fresca, se crecieron inóculos de la 
bacteria durante 18 horas a 37°C; Transcurrido este tiempo, se 
hizo una dilusión 1:10 de éste crecimiento en matraces nefelo
métricos conteniendo medio de cultivo fresco y estéril, incu -
bandose con agitación constante en un agitador NEW BRUNSWICK 
SCIENTIFIC EDISON N,J, U.S.A., a 100 r.p.m. y 37ºC. 

Se leyeron las absorbencias en un espectrofotómetro BAUS
CH & LOMB. SPECTRONIC 88, a una longitud de onda de 500 nm., a 
los tiempos O, 15, 30, 45 min. y a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 
10 hrs., de iniciado el crecimiento; se utilizó como blanco de 
lectura un matráz nefelométrico conteniendo medio de cultivo -
fresco y estéril. 

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

III. CRECIMIENTO MASIVO DE LA BACTERIA 

Con un crecimiento de 18 hrs. de H. pleuropneumoniae, se 
inocularon 5 litros de caldo BHI más 5% de extracto de levadu
ra, en una proporción de 1:10 y se efectuó el crecimiento masi 
vo del microorganismo con agitación constante de 100 r.p.m. a 
37ºC, durante 6 hrs. Transcurrido este tiempo, se centrifugó 
dicho crecimiento en una centrifuga DAMON/ICE DIVISION DPR 
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6000, bajo las siguientes condiciones: 60 min., a 4ºC, 3000 r. 
p.m. con rotor 949. 

Efectuada la centrifugación, se separaron los sobrenadan
tes de cultivo por decantación y se esterilizaron utilizando. -
un filtro Millipore (GSWP 142 50) con membranas de filtració6 
de 0.22 ~m de diámetro de poro, para eliminar totalmente las 
bacterias que hubieran quedado en el sobrenadante de cultivo. 
Todo esto se efectuó a una temperatura de 4ºC. 

Se cuantificó la concentración de proteína del sobrenadan 
te de cultivo estéril por el método de Lowry, et al (27). -

El sobrenadante de cultivo masivo estéril se almacenó a 
-70ºC. 

lV. MLCROFILTRACION, 

Para separar del sobrenadante de cultivo estéril los sol~ 
tos de bajo peso molecular (menor de 10 000 d), y concentrar -
los de peso molecular mayor de 10 000 d, fué necesario pasar -
dicho sobrenadante por un sistema de ultrafiltración (MICROFih 
TRATION SYSTEMS MODEL No. UHP-76) (4, 5, 6, 7, 44, 52), utili
zando membranas tipo F (MWCO lOK, DIA: 76 MM), aplicándose una 
presión positiva de 4 Kg/cm2, generada por una compresora de -
aire (MODELO B 131 e, SERIE CY 1049). Este proceso se realizó 
en un cuarto frío a una temperatura de 4ºC, hasta reducir el -
volumen original (aproximadamente 5 litros), a un volumen fi -
nal de 300 mls. 

Finalizada la microfiltración, se determinó la concentra
ción de proteína del concentrado final y del filtrado excluido 
utilizando el método de Lowry, et al (27). 

Con el objeto de concentrar aún más y conservar por tiem
po indefinido los solutos de peso molecular mayores de 10 OOOd 
presentes en los 300 mls. del concentrado final de ultrafi)tr! 
ci6n, se liofilizaron de la siguiente forma: el volumen final 
del concentrado de microfiltraci6n se distribuyó en 12 matra -
ces erlenmeyer de 125 mls. de capacidad, conteniendo cada uno 
25 mls. de tal concentrado. Estos matraces, se incorporaron -
en una mezcla de reacci6n etanol - hielo seco, con agitaci6n 
constante hasta que su contenido fué congelado totalmente, in
mediatamente después se colocaron en el interior de una cámara 
de liofilizaci6n (LABCONCO FREEZE DRY-5), y se aplicó el vacio 
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hasta que la liofilización fué de un 100% (72 horas continuas) 
Se determinó la concentración de protelna del liofilizado 

de un matraz por el método de Lowry, et a1(27), resuspendlendo 
se en 5 m'ls. de agua destilada. --

Los liofilizados se almacenaron en refrigeración a 4ºC. 

V. ELECTROFORESIS EN GEL SDS - POLIACRILAMIDA 

Para separar las proteinas contenidas en los liofilizados 
del concentrado final de microfiltración (liofilizado crudo), 
y determinar sus pesos moleculares, se efectuó la técnica de -
electroforesis (25, 5B){LKB BROMMA 2117 MULTIPHOR), analizándo 
se también por ésta técnica muestras de medio de cultivo fres~ 
co estéril y muestras del filtrado excluído en el proceso de -
microfiltración, para descartar el hecho de que éstas pudieran 
contener protefnas de peso molecular mayor a 10 000 d. 

Se utilizaron geles SOS - poliacrilamida al 5% y 10%, 
Para ésta técnica de electroforesis se prepararon las si

guientes soluciones: 

!:>olucii.in A: Solución Stock de Buffer fosfatos 
(0.2 M, pH = 7.1) ------

NaH2P04 H20 ' •• 1 .... " 
23,4 g. 

Na2HP04 ' ••••• 1. 61. 3:: g. 

SDS • '.' •• 1' 6.0 g • 

H20 (destilada} .. '"'" '" 3 litros. 

Solución B: Buffer de electrodos, 

Solución stock de buffer de fosfatos . .. parte 
H20 (destilada) ..................... 1 parte 

Buffer de fosfatos para la muestra 
(0.01 M, pH = 7.1) 
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Solución stock de buffer de fosfatos .. 5.0 ml 
2 - Mercaptoetanol 
·sos 

l. O ml 
l. o g. 

H20 {destilada) .....•.....• Hasta 100 ml. 

Solución D: Solución de acrilamida 

Acrilamida ....... 22.2 g. 
Bis-acrilamida . . .. ... 0.6 g. 
H20 (destilada) ....... 100.0 ml. 

Se filtró la solución con papel filtro Whatman No. 1 y se 
guardó en botella obscura a 4ºC. 

Soluciótl: Soluci.ón de persultato de amonio 

Persulfato de amonio ... 0.15 g. 

H20 (destilada) .... 10.0 ml. 

Se guardó ésta solución en botella obscura a 4°C. 

Solución F: Azul de bromofenol'. 

Azul de bromofenol 
H20 (destilada) 

. '.o. 03 g. 

...... 12.0ml. 

Solución G: Solución detergente, 

Tri ton X-100 0.1 ml. 

H20 (destilada) ... 100.0 ml. 

Solución H: Solución fijadora. 

Acido tric1oroacético ... 57.0 g. 
Acido sulfosalicflico •.• 17.0 g. 
Metanol ......... 150,0 ml, 
H20 (destilada) ........ 350,0 ml. 
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Se aíladieron los leidos a la mezcla de reacción ~e:¿nol

H20 (destilada). 

Solución I: Solución teñidora. 

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

Metanol ..•...••..•..... 227.0 r.i1. 

H20 (destilada) ••••••••••••••••227.Q L11, 

Acido acético glacial ........•• 46. o r:; ¡ • 

Se disolvió el colorante en la solución de metanol :¡~gua 

Se añadió el ácido acético y se eliminó el material inscb'.:ile 
por filtración con papel filtro Whatman No. 1; esta solución 
se guardó en botella obscura. 

Solución J: Solución desteñidora. 

Etanol ..... 1500,0 ml. 
Acido acético. 500.0 ml. 
H20 (destilada) 500.0 ml, 

Solución K: Solución conservadora. 

Etanol .... ' ... 300.0 ml. 
Acido acético .. 100.0 ml • 
Glicerol 100.0 ml, 
H20 (destilada). 500.0 m.1. 

Desarrollo del MéJodo. 

l. Preparaci6n de los geles de SOS - poltacrilamida. 

Se lavara~ las placas de vidrio con detergente de lab:r! 
torio y se ac.:1ara1·on con agua de:.t"ilada, se mo11t6 el :qu¡:;:·~ 

para la fabricación de los geles de acuercto a: 
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Tipo de gel~ 5%(2xl04 a 3.5xl05 d) JO%(lxl04 a lxl05 d) 

H20 (destilada) 14.9 ml. 

Solución A 33.0 ml. 33.0 ml. 

Solución D 14.8 ml, 29. 7 ml . 

Solución E 1.8 a 2.0 ml. 1.8 a 2 .o ml. 

TEMED 0.06 ml. 0.06 ml. 

Se mezcló el agua destilada, la solución A y D en un ma
traz de vacio. Se eliminó el aire de ésta mezcla durante 10 -
min. y se afiadió la solución E y el TEMED, mezclándose con pre 
caución para evitar la entrada de aire a la mezcla de reacció~ 
Se virtió inmediatamente la solución en el molde ya preparado, 
agregándose los Qltimos mls, de~fista solución con una pipeta -
Pasteur, Se cerró la banda de plástico sin atrapar aire. La 
polimerización se produjo después de 40 min. de iniciada la 
r.eacción. 

Acabada la polimerización, se puso el molde sin las pin
zas en un refrigerador a 4ºC durante 15 min. Se quitó la ban
da de plástico, y se desprendieron las placas de vidrio tenien 
do cuidado de romper el gel. Se el imin6 la acrilamida no pol_i 
merizada con papel filtro Whatman No. 1, y se almacenó el gel 
a temperatura ambiente durante 12 hfs. Los geles se utiliza -
ron después de transcurridas 12 hrs. de su preparación, pero -
no después de 4 días. 

2. Preparación de las muestras de proteína. 

Se necesitó una relación mínima de SOS - proteína de 3:1 
por lo que la concentración final de proteína en cada una de -
las muestras problema y patrones de peso molecular (ver inciso 
7), fué de 0.2 a 2.0 mg/ml. 
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Las soluciones muestra (problemas y patrones}, se incuba
ron durante 2 min. a lOOºC. Se añadieron 10 J-Jl de azul de bro
rnofenol y 10 pl de 2 - mercaptoetanol, a 250 pl de cada un.a de 
las soluciones muestra. 

3. Preel ect rofores is. 

Para detectar el frente del marcador de migración de las 
prote,nas problema y patrones de peso molecular durante la elec 
troforesis, se colocó un papel blanco bajo la placa enfriadora
del aparato. Se llenó cada cámara de electrodo con l.2 litros 
de buffer para electrodos. 

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

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

Como contacto entre el gel y la solución de electrodos, -
se emplearon de 8 a 10 papeles filtro por cámara, previamente -
empapados con el buffer para electrodos; se aseguró que los bot 
des estuvieran paralelos. Se conectó el enfriador de agua has
ta obtener una temperatura de 5ºC. Se colocó la placa anticon
densadora y se inició la preelectroforesis a una corriente cons 
tante de 150 mA durante 30 min. -

4. Aplicación de las muestras. 

Se aplicaron 10 pl de cada una de las muestras ya prepar~ 

das en sus pozos correspondientes (cercanos al polo neqativo). 
Esto se real izó lo más rápido posili'le, ya que el az1.1l de br·orno
fenol difunde rápidamente. 

5. Electroforesis. 

Una vez aplicadas las muestras en el gel, se ajustó l<t c:o 
rriente a 20 mA y se mantuvo asf durante los primeras 10 mtn. 
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de la corrida, después de los cuales, se ajustó a las siguien
tes condiciones eléctricas: 

Concentración de 1 gel 5º' 10 10% 

Corriente (mA) 200 190 

Voltaje (V) 5 6 

Velocidad de migración 
del frente de coloran- l. 5 1.2 
te (c·m/hr.) 

Tiempo tata l 
da (hrs.) 

de corri- 4 5 

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

Terminada la electroforesis, se midieron las distancias 
de migración del colorante de cada una de las muestras, del cerr 
tro de las bandas formadas al lugar de aplicación. 

6. Tinción y conservación de los geles. 

Tras la electroforesis, los geles fueron fijados inmedi~ 

tamente con la solución fijadora durante l hr. a temperatura a~ 
biente. 

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

Después de teñidos los geles, se pasaron a la solución -
desteñidora, el tiempo suficiente para remover los restos de C.Q 
lorante en las partes de los geles que no contenían proteína. 

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

7. Cálculo del peso molecular. 

Se determinó la movilidad relativa de cada una de las prQ 
teinas ensayadas, de acuerdo a la siguiente fórmula: 

M.R 

Distancia de la migración X Tamaño del gel antes 
de cada proteína de secar 
--------------- -----·--·--

Tamaño del gel después de X Distancia de migra -
secar ción del frente del 

colorante. 

Los pesos moleculares de las muestras problema, se deter 
minaron por interpolación de su movilidad relativa en una grá
fica construid~ con el Log¡Q del peso molecular de cada patrón 
contra la movilidad relativa de los mismos. 

Los patrones de peso molecular (SCHWARZ/MANN ORANGEBURG, 
N.Y .. , B-D) utili~ados fueron los siguientes~ 

PATRON PESO MOLECULAR (d} 

Citocromo "C" 13 370 

Mioglobina 16 900 

Quimiotripsinógeno 23 240 

Ovoalbúmina 45 000 

Albúmina bovina 69 000 

Gamma-globulina 160 000 
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VI. PRUEBA PILOTO DE TOXICIDAD. 

Esta prueba se efectuó para determinar si la(s) proteína -
(s) presente en el liofilizado crudo del concentrado final de 
microfiltración del sobrenadante de cultivo de H· pleuropneumo
niae, resultaba ser tóxica para conejos. Para ésta prueba se 
iitTiizaron 3 conejos raza California, con un peso aproximado de 
20~ a 400 g. Estos animales se inocularon por vía intranasal -
durante 4 días consecutivos de acuerdo a lo siguiente: 

Conejo No. Peso Sustancia Dosis por Vía de 
aproximado administrada. día administración 

1 200 g. Liofilizado 1.0 ml. Intranasal 
crudo 

2 400 g. liofilizado 1.0 ml. Intranasal 
crudo 

3 400 g. BHI más 5% de 1.0 ml. Intranasal 
extracto de -
levadura 

Para administrar el liofilizado crudo, se resuspendtó el 
contenido de un matraz erlemmeyer con 5 ml. de agua destilada y 
se esterilizó por filtraci6n utilizando membranas de 0.22 mf -
(Tipo G.S. 0.22 mµ). 

Se program6 sacrificar a los animales al séptimo día des -
pués de la· primera inoculación; el conejo No. 1 se sacrifir.6 al 
quinto día debido a su gravedad. 

Después de sacrificar a los animales y practicar las disec 
ciones, se buscaron lesiones macroscópicas sugestivas de pleurQ 
pneumonfa fibrinonecrótica. 

Efectuamos cortes de tejido pulmonar de las lesiones ma -
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croscop1cas observadas, para realizar su estudio histopatológi
co de acuerdo a lo si~uiente: los cortes se fijaron durante 72 
hrs. en forrnalina amortiguada al lOZ; los tejidos se incluyeron 
y cortaron con parafina (según rutina); los cortes se tiñeron -
con hematoxilina y eosina (según rutina) y se observaron al mi
croscópio compuesto. 

VII. CROMATOGRAFTA OE EXCLUSION MOLECULAR. 

Se empacó una columna con Sephadex G - 50-150, de una longi 
tud de 14.5 cm. y un diámetro aproximado de 1.2 cm. (1,25). La 
columna se lavó varias veces con una solución amortiguadora de 
fosfatos con azida de sodio (pH = 7.4), antes de ser usada . 

. El volumen de exclusión se determinó utilizando azul dex -
tran (Blue Dextran 2000. Pharmacia fine Chemical AB Uppsla, -
Sweden). 

El liofilizado crudo de dos matraces erlenmeyer se disol -
vió con 2.8 ml. de la solución tampon antes mencionada, y se -
eluyó en la columna. Las fracciones de eluato obtenidas tras -
la elución, fueron de 55 gotas por minuto. Las absorbencias de 
cada una de las fracciones, se midió a una longitud de onda de 
·280 nm, utilizando un espectrofotómetro ZEIZZ Gerrnany PM 2 D, y 
se trazo una gráfica de absorbencias contra nQmero de fracción 
de eluato. 

Las fracciones de eluato que formaron parte de un mismo Pi 
co en la gráfica de cromatograffa de exclusión molecular, se 
liofilizaron y se analizaron por electroforesis en geles SDS -
poliacrilamida al 5% y 10%, de acuerdo al punto No. V (pág. 18) 

VIII. ELECTROENFO~UE ANALITICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA. 

Para determinar el punto isoeléctrico de la exotoxina puri 
ficada por cromatografía de exclusión molecular, y sin purifi -
car (liofilizado crudo}, se efectuó la técnica de electroenfo -
que analítico (25, 59, 61). 

Para éste análisis se utilizaron geles de poliacrilamida -
prefabricados, con un rango de pH = 3.5 - 9.5 (LKB BROMMA. AM 
PllOLINE PAGplate 1804 - 101), y se prepararon las siguientes S.Q. 
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luciones: 

Solución A~ Solución de electrodos. 

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

- Anodo: 
- Cátodo: 

M. 
M. 

Solución B: Solución fijadora 

Acido tricloroacético .... 57.7 g. 
Acido sulfosalici'lico .... 17.3 g, 

H20 (destilada) ........ 500.0 ml. 

Solución C~ Solución teñtdora 

Azul Coomassie Brillante R-~go .. 0.46 g. 
Solución desteñidora .........• 400.0 ml. 

Solución D: Solución desteñidora 

Etanol 500.0 ml. 
Acido acético .. 160.0 ml. 
H20 (desti.lada). hasta 2 litros. 

Solución E: Solución conservadora 

Glicerol 50.0 ml. 
Solución desteñidora. 500.0 ml, 

Desarrollo del método. 

l. Preparación de las muestras. 
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La concentración final de proteína en cada una de las mues 
tras problema, y en el patrón de pl (Mioglobina), fué de 50 - -
150 µg. 

2. Preelectroenfoque. 

Se colocó la plantilla para electroenfoque analítico (PAG
plate) sobre la placa de enfriamiento del aparato, la cual con
tenía una cantidad suficiente de una solución aislante (Kerose
ne). El gel de poliacrilamida, soportado por una placa de plá~ 

tico, se depositó sobre la plantilla cuidando de no dejar aire 
entre ambas. Una vez saturados los papeles filtro para electrQ 
dos, con sus soluciones respectivas, se colocaron sobre el gel 
de poliacrilamida, cortandose las partes sobresalientes de es -
tos electrodos. Se colocó la placa de electroenfoque y la cu -
bierta del aparato. 

Se conectó el enfriador de agua hasta obtener una tempera
tura de 5ºC, una vez logrado ésto, se inicio el preelectroenfo
que con un poder constante de 25 W, hasta obtener un voltaje de 
310 V . y un a e o r r i en te de 7 8 mA , todo esto con e 1 f i n de esta -
blecer el gradiente de pH en el gel. 

3. Aplicación de las muestras. 

Se aplicaron 20 ~1 de cada una de las muestras a analizar 
sobre 1 a superficie del gel, en una z.ona cercana a 1 cátodo. 

4. Electroenfoque, 

Una vez aplicadas las muestras sobre el gel, se efectuó el 
el ectroenfoque ana 1 ítico aproximadamente durante 2 hrs., obte -
niendose al final del experimento un voltaje de 970 V. y una co 
rriente de 25 mA. 

5. Tinción y conservación de los geles. 
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Transcurrido el tiempo de electroenfoque, las proteínas se 
fijaron inmediatamente, sumergiendo el gel en la solución fija
dora durante 45 minutos a temperatura ambiente, 

Terminado el tiempo de fijación, se colocó el gel en la so 
lución desteñidora por 5 minutos. -

El gel fué teñido por 10 minutos, utilizando la solución -
teñidora, a una temperatura de 60ºC. Para eliminar el exceso -
de colorante adherido al gel, éste se sumergió en la solución -
desteñidora, el tiempo necesario. Aclarado totalmente el fondo 
del gel, se introdujo en la solución conservadora durante 1 hr. 
El gel fué secado a temp~ratura ambiente. 

6. Cálculo del punto lsoeléctrico. 

La determinación del punto isoeléctrico de las muestras -
problema, se efectuó midiendo sus distancias de migración en el 
gradiente de pH establecido en el gel, y comparándose con la -
distancta de migración del patrón de punto isoeléctrico conoci-
do )Mioglobina, pT =·7.0 ). · 

rx. PRUEBA FINAL DE TOXICIDAD 

Para probar la toxicidad de la proteína (exotoxina) purifi 
.cada por cromatografía de exclusión molecular, y ampliar los r~ 
sultados de la toxicidad encontrada por la administración intr~ 

nasal del liofilizado crudo (ver punto VI, pág. 25), se efec -
tu6 la prueba final de toxicidad, utilizando 11 conejos raza Ca 
lifornia con pesos aproximados entre 250 y 350 g,, los cuales~ 
fueron inoculados intranasa1mente durante 7 dí.as. 

La distribución de los antma1es y dosis administradas, se 
muestran en las tablas No. 2 y 3. 

El liofilizado crudo y el liofilizado de la proteína puri
ficada, se resuspendieron con 5 m1s. de agua destilada y se es
terilizaron por filtración, antes de ser administrados. 
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Tabla No. 2 
Distribución de los conejos utilizados 
en la prueba final de toxicidad. 

30 

LOTE No. CONEJO No. PESO SUSTANCIA VIA DE 
APROXIMADO ADMINISTRADA ADMINISTRflCION 

1 250 g. - -

l 2 300 g. - -
3 350 g. - -

4 250 g. BHI más 5% de Intranasal 
extracto de -
1 evadura 

2 5 ' 300 g. BHI más 5% de Intranasal 
extracto de -
levadura 

6 350 g. BHI más 5% de Intranasal 
extracto de - . 
1 evadura 

-----·1 
7 250 g. Liofilizado Intranasal 

crudo 

3 8 300 g. Li of'l liza do lntranasa 1 

1 crudo 

9 350 g. Li of i1 iza do Intranasa l 
crudo 

' 

.. 
10 300 g. Protefna Intranasal 

purificada 
4 

1 11 300 g. Prote1na Intranasal 
purificada H ___ __l 



Tabla No. 3 

Calendario de inoculación y dosis administradas 
(ml/dia), por lote de conejos. 

DIA \LOTE No. 2 3 4 

l 1.0 ml, l. o ml, l. O ml. 

2 1,0 m1 • 1.0 ml. 1,0 ml. 

3 1.0 ml. l. O ml. 1.0 ml. 

4 1.0 ml. l. O m1, 1.0 ml. 

5 0,5 ml. 0.5 ml. 0,5 ml. 

6 0.5 ml. 0.5 ml, 0,5 ml. 

7 0.5 ml, 0,5 ml. o,5 m1. 

8 

. 
21 * * * * 

(*) día de sacrificio de todos los animales, 

Una vez sacrtftcados los anima1es, se tomaron muestras de 
sangre del plexo braquial y se efectu6 su disección, con el 
fin de encontrar les;ones patognom6nicas. Además, se efectua
ron cortes asépticos de las lesiones observadas en pulmón para 

. llevar a cabo un aislamiento bacteriano, utilizando como medio 
de cultivo agar sangre; y por otro lado, se efectu6 el estudio 
hfstopato16gico de las lesiones-macroscópicas observadas. 
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X. DETERMINACION DE PROTEINAS (Método de Lowry). 

Para ésta determinación fué necesario preparar las siguierr 
tes soluciones~ 

Solución A: Na2C03 al 2% en NaOH 0.1 N 

Solución B: CuS04 · 5 H20 al 0.5% y Citrato de sodio al 1% 

Solución C: Se preparó con 50 mls. de la solución A y 1 ml 
de la solución B. 

Desarrollo del método: 

A 20 ~l de la muestra se le agregaron 3 mls. de la sol u -
ción C y se dejó reposar 10 min. Se adicionó entonces 0.1 ml. 
de reactivo de Fenal (Phenol SIGMA), se agitaron y se dejaron -
en reposo 20 min. a temperatura ambiente. En seguida se leye
ron a una longitud de onda de 750 nm. en un espectrofotómetro 
BAUSCH ANO LOMB. 

La concentración de proteína de las muestras problema, 
fué determinada por interpolación de sus absorbenctas en una -
curva patrón, preparada con diferentes concentraciones de albú
mina bovina (Figura No. 1). 
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R E S U L T A D O S. 

l. Concentración de protelna del sobrenadante de cultivo de -
18 hrs. de J:!. pleurop_neum_QD_~. 

Por las diferencias encontradas en la concentración de -
protefna (Método de Lowry, et al) entre el medio de cultivo es 
téril y el sobrenadante de cultivo de 18 hrs,, fué evidente -
que J:!. pleuropneumonia~ es capaz de excretar al medio de cul
tivo, bajo ciertas condiciones, sustancias de naturaleza proté 
ica. Las diferencias antes mencionadas, son mostradas en la -
tabla No. 4 

Tabla No. 4 

MUESTRA 

a) BHI más 5% de extracto de 
levadura fresca estéril. 

b) Sobrenadante de cultivo 
de 18 horas. 

II. Curva de crecimiento. 

CONCENTRACION DE 
PROTE INA (pg/ml ) 

8 5 

1 3 o 

En la Tabla No. 5 se muestra la curva de crecimiento de 
tl· pleuropneumoniae serotipo 5. Observándose que aproximada
mente a la primera hora de incubación se inicia la fase loga
rítmica de crecimiento, prolongándose durante 5 horas más, a~ 
tes de llegar a la fase estacionaria (ver Figuras No. 2 y 3). 
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Tabla No. 5 

TIEMPO 

O min. 

15 min. 

30 min. 

45 min. 

1 hr. 

2 hrs. 

3 hrs. 

4 hrs. 

5 hrs. 

6 hrs. 

7 hrs. 

8 hrs. 

Datos obtenidos del crecimiento de 
Haemophilus pleuropneumoniae. 

ABSORBENCIA Log10 de la Concentr! 
(500 nm.) ción bacteriana. 

0.02 9.056 

0.03 9.232 

0.04 9.357 

0.06 9.534 

0,09 9.710 

0.29 10.218 

0.81 10.664 

. 1.46 10.920 

1.68 10.981 

l. 76 11.001 

1.76 11.001 

1.76 11.001 
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UFC/ml 

11.4 X 108 

17 .1 X 108 

22.8 X 108 

34.2 X 108 

51.3 X 108 

16,5 X 109 

46,2 X 109 

83,2 X 109 

95,7 X 109 

10,0 X lOlO 

10.0 X lOlO 

10.0 X lOlO 
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TIEMPO <HRS.) 

FIGURA No. 2.- En ésta gráfica se represe~tan las diferentes 
etapas de crecimiento de la bacteria: A) Fase 
de latencia, B) Fase logarítmica de crecimie~ 
to, C) Fase estacionaria. 
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l!l. Cantidad de nroteina durante las diferentes etanos de -
concentración del sobrenadante de cultivo masivo. 

Como la concentración de sustancias de naturaleza nrotéi 
ca de peso molecular mayor de 10 000 d (exotoxina), excreta= 
da por!!· p~J!I..QJ?..nQ~~J_Q.Qj~-~ se encontraba en concentraciones 
muy bajas en el sobrenadante de cultivo (ver Tabla No. 4), 
adem~s de estar mezclada con proteinas de bajo peso molecular 
(menor de 10 000 d), provenientes del mismo medio de cultivo, 
fué necesario separar y concentrar las proteína de interés. 

La determinación de proteína durante las diferentes eta
µa~ de concentración, son mostradas en la Tabla No. 6 

Tabla No. 6 

Resultado de la determinación de proteína del 
sobrenadante de cultivo masivo durante las 
diferentes etapas de su concentración. 

M U E S T R A CONCENTRACION DE 
PROTEINA (ug/ml) 

a) Sobrenadante de cultivo masivo 292.89 
de 6 horas. 

b) Concentrado final de microfil- 190.89 
tración. 

c) Filtrado excl uído en el proce- 102. O 
so de microfiltración. 

d) Liofilizado del concentrado fi 245.43 * 
nal de microfiltración (Lidfi= 
i izado crudo). 

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

En la Tabla No. 7 se muestran las movilidades relativas y 
pesos moleculares aproximados de las muestras de protefna ana
lizadas. Observándose que el liofilizado crudo describe una -
sóla banda de proteína, cuyo peso molecular aproximado es de -
14 000 d. El medio de cultivo estéril (BHI más 5% de extracto 
de levadura), y el filtrado excluido en el proceso de microfiJ_ 
tración, no describieron ninguna banda de proteína en los ge -
les de poliacrilamida ensayados (5% y 10%), debido a que las -
proteínas contenidas en dichas muestras eran de peso molecular 
menor de 10 000 d. (ver Figura No. 4 y Lámina No. 1). 

Tabla No. 7 

A) MUESTRA PROBLEMA MOVILIDAD PESO MOLECULAR 
RELATIVA (d) 

a) BHI más 5% de extracto de 
levadura. 

b) Filtrado excluido en el -
proceso de microfiltra -
ción. 

e) Liofilizado crudo 1.0769 14 000 

·s) PATRONES DE PESO MOLECULAR 

d) Citocromo 11 C" 1.1055 13 370 

e) Mioglobina 1.0137 16 900 

f) Quimiotripsin6geno . '0.8887 23 240 

g) Ovoalbúmina 0.6295 45 000 

h) Albúmina bovina 0.4618 69 000 
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LMlJN/\ No. 1 

ELECTROFORESIS EN GEL SOS - POLIACRILAMIDA 

En ésta fotografía se muestran las bandas de proteína descritas 
por las difP.rentes muestras ensayadas (Problemas y Patrones de Peso 
Molecular): 

No. Pozo Muestra No. Pozo Muestra 

3 Liofilizado crudo. 15 Mioglobina. 
4 Liofilizado crudo. 16 Quimiotripsinógenc. 

12 Protefna del pico mayor 17 Ovoa 1 búnii na. 
de la gráfica de croma- 18 A 1 búrni na bovina. 
tografía 19 Ganma globulina. 

14 Citocromo "C" 



V. Cromatograffa de exclusión molecular, 

Por este método fufi posible separar del liofilizado crudo 
dos protefnas. Observándose que únicamente la proteína que -
constituia el pico mayor de la gráfica de cromatografía, des -
cribia después de la electroforesis en geles SOS ~ poliacrila
mtda (5% y 10%), una sola banda cuyo peso molecular aproximado 
fué de 14 000 d. Esta observación demostró que la proteína -
que conformaba el segundo pico, en la gráfica de cromatograffa 
de exclusión molecular, estaba constituida ~or moléculas pro -
téicas de peso molecular menor de 10 000 d, seguramente poli -
péptidos no excluidos durante el proceso de microfiltraci6n; -
por lo que dicha fracción fué descartada en el ensayo de toxi
cidad (ver Lámina No, 1 y Figura No. 5). 

VI. Electroenfoque anal ftico. 

El pH de solubilidad mínima descrito por la protefna que
constituía el pico mayor de la gráfica de cromatografía de ex
clusión molecular (protefna purificada), resultó ser de 4.2 El 
liofilizado crudo, describió también una banda de precipita -
ci6n similar a la anteriormente mencionada. 

Del resultado de éste análisis podemos decir que la exotQ 
xina aislada, está formada principalmente por aminoácidos áci
dos, ya que dicha proteina migr6 hacia el polo positivo del -
campo eléctrico (ánodo) (ver Figura No. 6). 

\11[. Pruebas de toxicidad en conejos. 

El liofilizado crudo y la protelna purificada, provocaron 
en los animales inoculados, los siguientes signos clínicos: 

Debilidad general. 

- Notable disminución de crecimiento y peso corporal. 

Congestión de vfas respiratorias superiores. 
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PH DETERMINACION DE PUNTO I~ílELECTP.ICO 
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FIGURA No, 6,- Representación gráfica de la migración de 

Mioglobina (pi 7) y muestras problema (pi 
4.2), en un gradiente de pH. 



- Estornudos. 

Estertoria. 

En algunos casos, aparici6n de cianosis en nariz, ore -
jas, boca y uñas. 

Las lesiones macrosc6pfcas observadas en los pulmones de 
los conejos tratados con el liofilizado crudo, son mostradas -
en la Lámina No. 2. Observándose la presencia de abundantes 
focos hemorrágicos y zonas de consolidaci6n. 

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

Los conejos que no fueron tratados con ninguna sustancia 
(lote No. 1), y los tratados con BHI más 5% de extracto de le
vadura (lote No. 2), no presentaron ninguna alteración macros
cópica ni miscroscópica. 

Los estudios histopatol6gicos de los pulmones de los ani
males tratados con el liofilizado crudo y con la proteína puri 
ficada, mostraron en forma constante y a diferencia de los coli 
troles, los siguientes cambios que se consideraron significati 
vos: 

- En todos los casos fué notorio el incremento de eos1no
filos infiltrados en los septos alveolares, y en acúmulos peri 
vasculares y bronquiales. 

- Otro elemento constante, fué la presencia de grandes c~ 
lulas de citoplasma acidófilo y núcleos grandes de cromatina -
clara. Estas células de aspecto "blastoide", se observaron en 
grosando los septos y en acúmulos que aparentemente ocupaban -
las luces alveolares. Por su aspecto, éstas células pueden CQ 
rresponder a fibroblastos, considerando que en algunos casos -
aparecieron formando cordones o con citoplasma estrellado. 

- La presencia de mononucleares en la luz vascular y alr~ 
dedor de los vasos sanguíneos, se observó en diferentes casos, 
incluso con aparente discontinuidad de la pared vascular. 
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LAMINA No. 2 

ASPECTO MACROSCOPICO DE PULMON DE CONEJO TRATADO 

CON LA EXOTOXINA DE Haemophilus pleuropncu_0J.9_nia~. 
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- En las zonas de pulmón con abundantes eosinófilos, no -
se presentaban o eran escasas las células de tipo fibroblasto 
antes mencionadas. 

- Proliferación linfocítica perivascular y peribronquial 
con presencia de linfoblastos, en dos de los casos, tratados 
con el 1 iofil izado crudo, 

(ver Láminas Nos. 3, 4, 5 y6) 

Los cambios señalados anteriormente, fueron más notables 
en los animales tratados con el liofilizado crudo, que en los 
tratados con la proteína purificada. 

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

Los aislamientos bacterianos realizados a partir de los ~ 

pulmones lesionados, sólo detectaron la presencia de Bacillus 
s. p.p. 
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LAMWA No. 3 
PULMON DE CONEJO (H.E.) 400 X 

Se observa la presencia de células "blasto" de cito 
plasma acidófilo y núcleo de cromatina abierta, engrosañ 
do el septo alveolar (A). Igualmente se observa la pre: 
sencia de abundantes eosinófilos (B). Observese que las 
luces alveolares se presentan libres de exudados inflam!.!. 
torios (C). 
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LAMINA ::o. 4 

PULMON DE CONEJO (H,E.) 480 X 

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

PULi"'ON DE CONEJO (H. E.) 600 X 

Presencia de eosinóf{los en la pro 
ximidad de un vaso sanguíneo (F), y en 
el espesor del septo alveolar (G). 
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LAMINA No. 6 
PULMON DE CONEJO (H.E.) 360 X 

Se detecta la presencia de infiltrado de 
:.1ononucleares en la proximidad de un vaso san 
gufneo (H). Notese la abundancia de éste ti" 
po celular en la periferia (I), y en contacto 
.:on 1 a pared del vaso sangufneo. 
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O I S C U S I O N. 

La neumonía fibrinonecrótica ocasionada por Haemophilus 
pleuropneumonia~ ha constituido durante muchos años, uno de los 
pr9blemas económicos de la industria del cerdo en México y en 
muchos otros países del mundo. 

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

Los experimentos reportados por Rosendal y colaboradores 
en el año de 1980, en los cuales se demostró, que el sobrenadan 
te de cultivo de fi. pleuropneumoniae libre de bacterias, era~ 
capaz de producir neumonía, similar microscópicamente a la ca~ 
sada en cerdos infectados experimentalmente con la bacteria 
viable. y los resultados de Bendixen y colaboradores en 1981, 
en los que se demostró también la toxicidad de los sobrenadan
tes de cultivo de la bacteria para macrófagos alveolares de -
pulmón de cerdo, sirvieron como evidencias para suponer que tl· 

leuro neumoniae, es capaz de excretar sustancias tóxicas (exo
toxinas, responsables de los efectos observados por los inves
tigadores antes mencionados. 

Nosotros, basados en los datos en los que se establece · 
que una exotoxina, es una sustancia de naturaleza protéica ex
cretada por los microorganismos que la producen al medio cir -
cundante en que crecen, procedimos a cuantificar la concentra
ción de proteína del medio de cultivo estéril (BHI más 5% de -
extracto de 1 evadura), y del sobrenadante de cultivo de ti.· 
pleuropneumoniae libre de bacterias. Observando que la caneen 
traci6n de proteína del sobrenadante de cultivo de 18 horas, -
era mayor a la encontrada en el medio de cultivo estéril; éste 
resultado nos llevó a confirmar que la bacteria en cuestión es 
capaz de excretar protefna al medio circundante en que crece. 
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Establecido el hecho de que li· Qleuropneumonia~ excreta 
sustancias de naturaleza protéica, era necesario obtener di -
cha sustancia en la mayor concentracÍón posible para poder -
efectuar su caracterización bioquímica y probar su toxicidad. 
Para ésto, fué necesario efectuar un crecimiento masivo de la 
bacteria hasta finalizar su fase logarítmica de crecimiento. 
Una vez terminada ésta fase, las bacterias fueron removidas 
del medio de cultivo masivo por centrifugación, esterilizando 
por filtración el s0brenadante obtenido. 

Lo mencionado anteriormente se efectuó para evitar que -
el producto, o los productos extracelulares de interés, pre -
sentes en el sobrenadante de cultivo, estuvieran mezclados 
con bacterias viables, o con proteínas, ácidos nucléicos u 
otras sustancias macromoleculares, entre ellas, endotoxinas, -
provenientes de la autolisis de bacterias viejas, que además 
de dificultar la purificación, pudieran contribuir a la toxi
cidad asoci~da a dicho sobrenadante; tal es el caso del LPS, 
que fué reportado por Stanford y colaboradores en 1982, como 
causante de trombosis vascular con vasculitis, y exudación de 
fluido edematoso hemorrágico. 

Para eliminar del sobrenadante de cultivo masivo estér11 
las proteínas del medio de cultivo que no llegaron a ser uti-
1 izadas por la bacteria (fundamentalmente péptidos de peso mQ 
leculdr menor de 10 000 d), y concentrar las protefnas excre
tadas por H· pleuropneumoniae (peso molecular mayor de 10 000 
d), se efectuó la microfiltración de dicho sobrenadante. Una 
vez concentrada la proteína o proteínas de interés (exotoxi -
na), fué liofilizada hasta un 100%. 

Para saber si las proteínas contenidas en el liofilizado 
crudo, desarrollaban un efecto tóxico, se efectuó una prueba 
piloto de toxicidad. Observandose que los conejos tratados 
con dicho liofilizado, presentaban manifestaciones clínicas 1 
lesiones pulmonares (macroscópicas y microscópicas), como con 
secuencia de la administración intranasal de dicha sustancia. 

Para determinar cuantas proteínas de peso mo1ecular ma ~ 

yor a 10 000 d, podría atribuirse la toxicidad encontrada, se 
11Pvó a cabo el estudio electroforético de dicho liofilizado, 
utilizando geles SOS - poliacrilamida al 5% y 10%. Al final 
de éste experimento fué posible demostrar la presencia de una 
sola proteind monomérica de peso molecular aproximado a 14000 
d •. 

La proteína detectada en el liofilizado crudo, fui puri-
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ficada por cromatografía de exclusión molecular, eliminando de 
ésta forma los solutos protéicos residuales de peso molecular 
m~nor de 10 000 d,, que no pudieron ser exclu(dos en el proce
so de microfiltración. Esto quedó demostrado por electrofore
sis, en la cual se observó que de los dos picos obtenidos en 
la gráfica de cromatograffa, sólamente las fracciones que con
formaban el primer ptco, descrtbfan una banda de proteina sim! 
lar a la descrita por el liofilizado crudo, 

Mediante la técnica de electroenfoque analftico en gel de 
poliacrilamida, fué posible determinar el punto isoeléctrico -
de la exotoxina (pI = 4.2), el cual permitirá en investigacio
nes futuras la obtención más rápida de dicha sustancia. 

La toxicidad de la exotoxina en su forma cruda y purific~ 
da, quedó demostrada con la prueba final de toxicidad. En esta 
prueba. se observaron mayores lesiones macroscópicas y microsc~ 
ptcas en los conejos inoculados con el ltoftlizado crudo, hecho 
que nos hace pensar que el método de purif tcación no se efectuó 
adecuadamente, o bten, que hubo una disminución de la actividad 
tóxtca de dtcha sustancia, al ser separada del extracto crudo. 

La presencia de eosinóftlos revelada en los estudios histQ 
patológicos de los pulmones afectados, puede interpretarse como 
parte de un posible fenómeno alérgico, inducido por la toxina, 
o bten, por algOn elemento contaminante. 

1as células blastofdes que han sido interpretadas como fi
broblastos, pueden corresponder a las formas previas de las cé
lulas modificadas que se observan en los pulmones neumónicos de 
cerdos afectados por H· pleuro~neumoniae, o bien, ser la modifi 
cación correspondiente en coneJos. Con menor probabilidad, de
be considerarse la posibilidad de que se trate de macrófagos o 
células epiteliales, aunque ésta posibil tdad no debe descartar
se totalmente. Estas observaciones, permiten suponer algOn -
efecto del liofilizado crudo y purificado sobre las células, 
que indujo su transformación. 

Las lesiones vasculares: trombosis, hemorrágias que se pr~ 

sentan en los pulmones neumónicos de cerdos afectados por la 
bacteria, no fueron observados en los conejos tratados con la -
exotoxina (cruda y purificada), pero los cambios observados en 
algunos de los vasos sangufneos de los conejos lesionados, po -
drian ser el preámbulo a estos cambios. Sin embargo, debe re -
cardarse que la trombosis ha sido asociada a la endotoxina de -
la bacteria (47). 

El infiltrado de mononucleares perivascular,observado en -
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los conejos tratados con la exotoxina, es un elemento también 
presente en los cerdos afectados por haemophilosis (14, 15, -
1 7) . 

Por lo anteriormente dicho, es evidente que las lesiones 
encontradas en estos conejos, no indican una neumonía fibrina 
necrótica como la observada por Rosendal y colaboradores en~ 
1981, esto puede deberse a que el modelo experimental fué di
ferente y el conejo puede estar dando una respuesta distinta 
a la del cerdo, Además, las lesiones descritas en los cene -
jos, sugieren un efecto presumiblemente tóxico y de mayor es
pecificidad que el observado por el investigador antes menciQ 
nado, quien utilizó el sobrenadante de cultivo completo, el -
cual probablemente contenía entre otras cosas, endotoxina, re 
sultante de la lisis bacteriana. -

El no haber observado polimorfonucleares en los pulmones 
afectados, sugiere que las lesiones observadas no pueden ser 
atribuidas a contaminantes bacterianos. Este hecho quedó re
forzado por el resultado de los aislamientos bacterianos de -
los pulmones lesionados, en los cuales no se encontró ningún 
mfcroorgantsmo que pudiera estar asociado a las lesiones en -
centradas. 

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

Las lesiones observadas no corresponden a estos micro
organismos, 

Los animales controles, a pesar de estar confinados en 
la misma jaula de los animales problema, no presenta -
ron lesiones macroscópicas ni microscópicas de ningún 
tipo. 

Se intentó conocer la respuesta inmune humoral generada 
en contra de la exotoxina, utilizando la técnica de doble di
fusión. Los resultados negativos pueden sugerir que la toxi
na no pasa a sangre, ya que no fué posible detectar la prese~ 

cia de anticuerpos en el suero de los animales lesionados (r~ 
sultado no reportado en éste trabajo). Además, las diseccio
nes de los animales afectados no mostraron lesiones macroscó
picas en otros órganos, por lo que puede suponerse que ésta -
exotoxina como muchas otras, es órgano - específica. El re -
sultado de estas observaciones no es concluyente, y consider~ 
mos necesario un estudio más profundo, debido a la escasa se~ 
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sibilidad de la técnica empleada. 
Sería deseable en un futuro, repetir el experimento de to 

xicidad de la exotoxina en cerdos, aunque el conejo resultó un 
buen modelo experimental. 

Los resultados de toda esta investigación, además de con
tribuir al conocimiento actual de la patogenia de~· pleura 
pneumoniae, consideramos que pueden ser útiles para investiga
ciones futuras, enfocadas al control de ésta enfermedad, me -
diante la elaboración de toxoides. Siempre y cuando, sea de -
mostrado que el toxoide es capaz de desarrollar inmunidad, pro 
tectiva (antitoxina) contra los efectos de ésta exotoxina, y -
que además, se demuestre que dicha exotoxina es de importancia 
critica en la presentación de la enfermedad. 
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e o N e L u s I o N 

~aemo}hilus pleuropneumoniae serotipo 5 
(cepa 8022 , es un microorganismo capaz de 
producir, bajo ciertas condiciones, una exo
toxfna monomérica de peso molecular aproxima 
do a 14 000 d, con un punto isoeléctrico de-
4.2 unidades de pH. Dicha exotoxina,no fué 
capaz de desarrollar 1a neumonfa ftbrinone ~ 

cr6ttca caracterfstica en cerdos infectados 
experimentalmente con la bacteria viable, p~ 
ro si· result6 ser tóxica por si misma para ~ 
pul m6n de conejo, 

Por lo anteriormente mencionado, puede 
presumirse que uno de los mecanismos que con 
trtbuyen a la patogenia de H· pleuropneumo ~ 

n1 ae, es ta .. dado por su capacidad de produCi r 
una exotox'ina. 
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