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RESUMEN

RESUMEN

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) es una bacteria Gram negativa, que provoca una
enfermedad en cerdos llamada Pleuroneumonia Contagiosa Porcina, la cual esta distribuida
mundialmente y ha causado pérdidas severas en la industria porcina. Los veterinarios y porcicultores
ante esta preocupacion toman medidas preventivas para que sus animales no se enfermen; entre

ellas, podemos mencionar principalmente la vacunacién del ganado, utilizando una bacterina.

Las bacterinas son productos biolégicos inactivados que pueden estar compuesto por cultivos de
algunos de los 15 serotipos de App; asi como también, por subunidades de la bacteria como son las
proteinas de membrana externa o las toxinas que liberan al romperse (Apxl, ApxIl y ApxIll) que son las

gue provocan el dafio mas severo en tejidos pulmonares.

Los cultivos de App que se requieren para la elaboracion de las bacterinas, se desarrollan en un
medio de cultivo enriquecido denominado Infusién cerebro — corazén (BHI). Este medio es una fuente
riesgosa ya que puede contener la forma infectiva de un agente proteico denominado prion, debido a
gue contiene un extracto de cerebro de bovino. El prion que es causante de la Encefalopatia

Espongiforme Bovina (EEB), se aloja principalmente en tejidos del Sistema Nervioso Central.

Muchos productos bioldgicos, incluyendo la bacterina mencionada, pueden estar suplementados
con sustancias de origen bovino y se comercializan mundialmente con fines de investigacion; pero, por
temor a que el agente etiolégico de la EEB entre a paises donde no se han registrado casos de esta

enfermedad, se ha restringido la entrada de estos.

Actualmente, se buscan alternativas para erradicar la presencia del prion en los productos
bioldgicos. Este trabajo contribuye a dicho objetivo, evaluando un nuevo medio de cultivo liquido, en el
gue se sustituyo la infusiébn cerebro — corazén por extractos y peptonas, las cuales aportan los

nutrientes proteicos que necesita la bacteria para desarrollarse tal y como lo hace el BHI.

Este estudio, se realizé empleando cepas ATCC de los serotipos 1 al 10 de App. Se analizaron
los caldos BHI y PECE (Proteosa peptona, Extracto de carne, Caseina y Extracto de levadura)
utilizando curvas de crecimiento de doce horas y cuentas viables en placa determinando las Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mI). Todo esto con el propésito de compararlos y conocer si

el medio a probar favorece el desarrollo de App de forma similar que el BHI.
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Al concluir la fase experimental, observamos que todos los serotipos de App que se probaron en
este experimento (1 a 10, excepto el 2), lograron crecer satisfactoriamente en PECE, por lo tanto es
efectivo para el desarrollo de esta bacteria. Cabe mencionar que aunque todos se desarrollaron en
ambos medios hubo diferencias de crecimiento entre cada uno de ellos. Los serotipos que tuvieron un
comportamiento similar en BHI y en PECE fueron el S-9 y S-10; la conducta que presentaron los S-5a
y S-7 en PECE fue mejor a la que desarrollaron en el caldo BHI; los S-3, S-4 y S-6 se desarrollaron en
BHI de forma similar que en PECE, en las primeras horas de la curva de crecimiento, mientras que en
las ultimas, el crecimiento de estos fue mejor en PECE; finalmente, el BHI favorece mejor el desarrollo

de los S-2 y S-8 que el PECE, ya que lo super6 en todo momento.

Ademads, con la cuenta viable se demostré que las bacterias estaban viables, de las nueve a las
diez horas promedio de experimentacion se pudieron determinar las UFC/ml, después de este tiempo
no se pudieron calcular dado a que hubo un crecimiento masivo en las placas. Por esta razén se
realizé un estudio de correlacion, utilizando el programa EXCEL de Microsoft Office XP, con el fin de
conocer los datos de UFC/ml que se reportaron incontables y saber que medio favorece mas

satisfactoriamente el desarrollo de cada uno de los serotipos trabajados.

Por ultimo, todos los resultados los presentamos en graficas, tablas y se muestran algunas

imagenes para facilitar su analisis y comprension.
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1. INTRODUCCION

1.1 Actinobacillus pleuropneumoniae

1.1.1 Antecedentes

Las primeras observaciones de la enfermedad causada por App fueron hechas por
Pattinson y cols. en 1957, Pattinson y Matthews en 1961, y Olander en 1963 . Los primeros
aislamientos de App fueron reportados en el comienzo de los afios 60 en Gran Bretafa, California
@: y cerca de La Plata, Argentina, en abril de 1961 en una granja perteneciente a los hermanos
O'Grady. @

En ese tiempo, la bacteria fue propuesta como una de estas tres especies: Haemophilus
parainfluenzae, Haemophilus parahaemolyticus, 0 Haemophilus pleuropneumoniae. Pero, pruebas
bioquimicas del microorganismo como la habilidad de fermentar ciertos azucares, establecieron
que no pertenecia a las especies ya existentes de H. parainfluenzae . Posterior a esto, se le
nombraba H. parahaemolyticus y H. pleuropneumoniae indistintamente. En 1978, Kilian y otros,
establecieron que los aislamientos en humanos de H. parahaemolyticus son claramente distintos a
los del cerdo y deberian ser clasificados en diferentes categorias ®. Las bacterias aisladas del
cerdo fueron después categorizadas como H. pleuropneumoniae, un nombre propuesto

originalmente por Shope y cols. en 1964 y por White y cols. en 1964 @Y ®

En 1983, estudios de hibridacién de DNA por Pohl y cols, indican que no hay homologia
entre H. pleuropneumoniae y H. Influenzae. Este resultado dio el cambio de género de
Haemophilus a Actinobacillus ©. EI nombre oficial del microorganismo es ahora Actinobacillus

pleuropneumoniae.
1.1.2 Caracteristicas generales y morfolégicas

Desde el punto de vista morfoldgico Actinobacillus pleuropneumoniae (App) es una bacteria
gue se presenta en el microscopio Optico como pequefios cocobacilos pleomérficos (0.5-1 x 1-2
pm), Gram negativos, fermentativos, hemoliticos, anaerdbico facultativo e inmévil ®Y©®: aunque
estudios de Negrete et. al., demuestran que produce un flagelo compuesto de una proteina de 65
kDa, que le proporciona motilidad. “” Posee una membrana externa en donde se incluye el LPS y
distintos tipos de proteinas de gran interés (proteinas de membrana externa). La capsula, que se
relaciona con la patogénesis, esta compuesta por oligosacaridos repetitivos ). En aislamientos

recientes se ha descrito la presencia de fimbrias. “® Requiere del factor V (NAD) para crecer. Y
(11)
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Actinobacillus pleuropneumoniae es muy labil en el medio ambiente, en el laboratorio no
sobrevive mas de 8-10 dias en caldo a temperatura ambiente (independientemente de la
suplementaciéon o no con NAD) y a la temperatura de 4 °C, la supervivencia solo llega a los 18
dias. Resulta adecuada para su conservacion prolongada la utilizacion de temperaturas de -80°C

en un medio que incluye leche descremada y glicerina, al igual que la liofilizacion.

Actinobacillus pleuropneumoniae es destruido por la mayoria de los desinfectantes,

especialmente los derivados de cloro. *?
1.1.3 Taxonomiay clasificacion

La clasificacion taxonémica de App:
% Familia: Pasteurellaceae, al igual que los géneros Pasteurella y Haemophilus.
% Geénero: Actinobacillus.

# Especie: pleuropneumoniae. ®Y @3

Basados en el requerimiento del factor V, App puede ser divida en:
% biotipo 1: NAD — dependiente
# biotipo 2: NAD — independiente. )

A la fecha del biotipo 1 se han descrito 15 serotipos *®. Donde el serotipo 5 fue dividido en
dos subtipos 5a y 5b. ®® La serotipificacién es principalmente basada en los polisacaridos

capsulares y los lipopolisacaridos de la pared celular. @) @6

Todos los serotipos de App pueden causar severas enfermedades y la muerte en cerdos,
hay indicaciones que la fuerza de su virulencia varia. La fuerza de la virulencia parece ser mas o
menos relacionada al biotipo o serotipo y de acuerdo a esto se agrupan en:
% Virulentos

¥ Menos virulentos

Donde, experimentos y observaciones confiables de la infeccién proveen evidencias que el
biotipo 2 es menos virulento que el 1. También indican que dentro del biotipo 1, el serotipo 1, 5a,
5b, 9y 10 son mas virulentos que el resto de los serotipos de este biotipo.
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1.1.4 Caracteristicas de crecimiento y cultivo

Actinobacillus pleuropneumoniae crece bien a 37 °C, preferiblemente en presencia de 5 %
CO,, al menos en los cultivos iniciales. En 24 horas 0 menos, en agar sangre en presencia de la
cepa nodriza de Staphylococcus aureus Cowan 1, produce colonias redondas, pequefias (0.5 -
1 mm de didmetro o menos), lisas y brillantes o mates y de aspecto céreo, de color gris

blanquecino y olor caracteristico. @Y 2

No se consideran microorganismos muy exigentes, crecen bien en distintos tipos de medios
de cultivo; habitualmente se utiliza agar chocolate, medios suplementados con NAD: como agar
PPLO (Pleuropneumonia-like organisms), Todd — Hewitt, caldo o agar BHI, Soya - Tripticaseina;
ademas, agar sangre al 5 %, inoculado con una estria de cepa nodriza de Staphylococcus aureus,

que produce el factor V y permiten observar el fenémeno de Satelitismo “?.
1.1.5 Caracteristicas metabdlicas

Actinobacillus pleuropneumoniae posee enzimas que le permiten un metabolismo
relativamente activo comparandola con otras bacterias. Todos los serotipos son hemoliticos y
producen CAMP positivo, el cual esta relacionado con las toxinas APX. La prueba de CAMP se
basa en el hecho de que la beta — hemolisina de Staphylococcus aureus en un medio de agar con

sangre ovina o bovina acttia en forma sinérgica con la cohemolisina que produce App ™.

Ademas todos los serotipos son ureasa positivos. ™ #"Y8) En |a tabla 1 se resumen estos

datos:
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Requerimiento de factor V + Produg;ir(;)irr] gs: gasa
Produpc_ic’m de pc_)rfirina a partir + Glucosa )
del acido d-aminolevulinico
| Indol [| + || Fructosa I+ ]
| Ureasa [| + [| Sacarosa [+ |
| Ornitin descarboxilasa [| - (| Lactosa [| variable |
| Arginin dihidrolasa || - || Xilosa || + |
[ Hemolisis [| + || Ribosa I+ ]
[ Hemaglutinacion [| - (| Manosa [+ |
[ Reaccion CAMP [| + || Manitol I+ ]
[ B-galactosidasa (ONPG) || + (| Sorbitol (| |
| a-fucosidasa [| - (| Arabinosa [ - |
| Catalasa [| variable || Ramnosa [ - |
| Fosfatasa alcalina || + || Galactosa || + |
[ a -galactosidasa [| + [| Maltosa [+ |
[ a -glucosidasa [| - (| Melibiosa (| |
| B -glucosidasa [| - (| Trehalosa (| |
| a -manosidasa [| - (| Melicitosa [ - |
| B -xilosidasa [| - (| Rafinosa [| variable |
| Lisina descarboxilasa || - || Inulina || |
[ Oxidasa [| Variable || Dulcitol [ - |
[ Ubiguinona [| + (| Glicerol [ - |
[ Naftoquinona [| + (| meso-eritritol (| |
| SH, [| + || Inositol [ -
| B -glucuronidasa [| - (| Xilitol [ - |
| Reducci6n de nitratos [| + || Esculina [ -
| Reduccion de nitritos || + || Salicina || |
Produccioén de acido a partir de +
glucosa

Tabla 1. Determinaciones principales y diferenciacién metabdlica de Actinobacillus
pleuropneumoniae. 2

Es importante mencionar que los medios elaborados para realizar las pruebas bioquimicas
manejadas en la Tabla 1, deben estar suplementados con la formula de enriquecimiento Fildes 9
o con NAD.

1.1.6 Localizacion

Actinobacillus pleuropneumoniae es considerado un parasito obligado del tracto respiratorio

porcino. Puede ser aislado de la cavidad nasal, amigdalas, y pulmones de cerdos infectados. ("

Ademas puede ser encontrado en fluido alveolar e interlobular, y puede diseminarse del

parénquima a la pleura via vasos linfaticos y pleura, la bacteremia es rara. In situ la hibridacién ha
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revelado grandes cantidades de App fagocitados por macrofagos alveolares y polimorfonucleares,

se ha confirmado que esta bacteria no invade las células epiteliales. *®

1.1.7 Transmisién

La principal ruta de diseminacion de la enfermedad es por via aérea a través de aerosoles
aunque solo en distancias cortas, asi como por contacto directo entre animales enfermos y

susceptibles. Y @D

La introduccién de la enfermedad en una granja se debe generalmente a la llegada de
animales enfermos. Las condiciones concurrentes de cambios climaticos y ventilacién deficiente,

favorecen su diseminacion. 42

1.1.8 Factores de virulencia
Diversos factores de virulencia han sido descritos, entre los mas importantes se incluyen:

#* Capsula: es encontrada en todos los serotipos de App, la cual posee una composicion y
estructuras que son inmunoldégicamente Unicas. La estructura quimica consiste
principalmente de oligosacaridos repetitivos y polimeros &cidos unidos por enlaces
fosfodiéster. ?® La cépsula protege a la bacteria contra la fagocitosis y de la lisis del
complemento, ademés es requerida para la virulencia de la bacteria. ’Y ®® E| grado de
desarrollo de la capsula varia segun los serotipos (bien definida en: 1, 3 y 5, apenas se
identificaen 2y 7.) @

% Lipopolisacéaridos: son el mayor constituyente de la membrana externa de las bacterias
Gram negativas. Consisten de un polisacarido y un lipido A, el Ultimo es un compuesto
téxico (endotoxina). El polisacarido consiste de un core y una cadena O. Ademas, el LPS
puro de App tienen un potencial para causar dafo tisular, lesiones inducidas por LPS en
pulmones de cerdos se caracterizan por ser no hemorragicas y no necréticas. El LPS
también ha sido implicado en la adhesién de App a la mucosa y tracto respiratorio, (@4
@ sjendo clave en la colonizacién e incluso también puede representar una alternativa en

la captacion del hierro, a partir de la hemoglobina. 2

#* Proteinas de membrana externa: se ha demostrado que todos los serotipos contienen
varias proteinas similares, que incluyen el peptidoglicano asociado a lipoproteina Pal A de

14 kDa, una proteina modificable por calor de 29 a 41 kDa, proteina principal de 32 a 42
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KDa que varia dependiendo del serotipo y una proteina de 48 kDa . Algunas PME inducen
anticuerpos que actlan como opsoninas en la fagocitosis por PMN (neutréfilos) y otras
(como los receptores para transferrina), inducen anticuerpos neutralizantes, protectores de la

infeccion. 2 8

% Proteasas: el papel exacto de estas en la patogénesis de la pleuroneumonia porcina no es
clara. Se cree que degradan IgA, lo cual, puede facilitar la diseminacion de App en
mucosas y ademas, con el rompimiento de la hemoglobina que le serviria como un

mecanismo de adquisicién de hierro.

% Toxinas APX: pertenecen a la familia de las toxinas RTX. Entre los diferentes serotipos de
App han sido descritas cuatro diferentes exotoxinas (Apxl, ApxIl, Apxlll y ApxIV). ®: @9y E0)
Apxl, Il y lll son fuertemente hemoliticas y citotOxicas, excepto la ApxIV y juegan un papel
importante en la inmunidad protectiva contra App, especialmente Apxl. ® Se cree que son
los factores primarios responsables de las lesiones hemorragicas caracteristicas de la

pleuroneumonia porcina. %

Serotipos que las

Actividad PM (kDa)
producen
Hemolitica Citotoxica
Apxl Fuerte Fuerte 105-110 1,5a,5b,9, 10,11y 14
Apxll Débil Moderada 103-105 todos, excepto el 10y 14
Apxlll Ninguna Fuerte 120 2,3,4,6,8y15
ApxIV’ Débil ND 200™ Todos

*
A diferencia de las demas toxinas, esta es producida in vivo

*

El peso molecular es predecido de la secuencia proteica
ND: no determinada

Tabla 2. Toxinas Apx producidas por diferentes serotipos de App *& @9y @9

Entre otros factores podemos mencionar a las fimbrias, a través de las cuales se adhiere a
la traquea y al pulmoén, por lo que se piensa que pueden desempefiar un papel activo en la
colonizacién “?; App produce una potente ureasa que tiene participacion en la patogénesis 2 ¢%
y superoxidodismutasas que son metaloenzimas implicadas en la defensa celular frente al dafio

oxidativo. @?
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1.1.9 Epidemiologia

Actinobacillus pleuropneumoniae como ya se habia mencionado, causa la enfermedad de

PCP, la cual es distribuida en todo el mundo y origina severas pérdidas econémicas. ¢VY ¢?

La distribucion geogréfica de los serotipos de App revela que la prevalencia es diferente en
varias partes del mundo (Tabla 3) Los serotipos 1, 5y 7 del biotipo 1 prevalecen en Norteamérica.
El serotipo 2 ha sido encontrado mas cominmente en Europa y Japén. @Y ®) En Canada se

aislan méas los serotipos 1, 3y 5. En Escandinava y Espafia el 1, 2y 9. ¢

Pais H Serotipos prevalentes H Serotipos dominantes
Argentina 1,2,3,5/12 1
Australia 1,2,3,7,12 1

Bélgica 2,3,6,7,8,9,11 3

Brasil 1,3,4,57,9 5,3

Canada 1,2,3,5,6,7,8,10 1,3,57
Chile 15 1,5
Croacia 2,7,8,9 2,9
Checoslovaquia 1,2, 7 2
Dinamarca 1,2,3,5,6,7,8,10,11,12 2

Francia 2,3,7,8,9 9
Alemania 2,3,4,5,6,7,9,10 2,7,9

Hungria 1,2,3,5,6,7,9,10, 11, 12 2,3, 7

Italia 1,2,3,4,5,7 5

Irlanda 3 3

Japon 1,2,3,5,6,7,8,9,12 1,2

Corea 2,3,5 7 2,5

México 1,2,3,4,5,6,7,8,9 1,8

Holanda 1,2,3,57,8,9,11 2,911

Noruega 2 2

Polonia 1,2,59 1,9

Espafia 1,2,3,4,56,7,8,9, 10, 12 1,2,4,7,9

Suecia 2,3, 4 2

Suiza 2,3,7,9 2

Taiwan 1,2,3,5 1,5

Reino Unido 1,2,3,56,7,8,10 2,3,8
Estados Unidos 1,3,57,8,9 1,5
Venezuela 1,7,4,2,3,6 1

Tabla 3. Distribucién geografica de los serotipos de App en el mundo ©)
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1.1.10 Signos clinicos

La PCP es una enfermedad que afecta el tracto respiratorio del cerdo y se caracteriza
porgue el animal presenta lesiones pulmonares de caracter hemorragico, fibrinoso y necraético, es
altamente contagiosa y causa las mayores pérdidas en la industria porcina y por lo tanto tiene un

impacto econémico mundial. 3 6. (7 (38)

Los signos clinicos varian con la edad de los animales, el estado de inmunidad, las

condiciones ambientales y el grado de exposicidén al agente infeccioso. El curso clinico puede ser:

% Hiperagudo: se caracteriza por que el animal tiene fiebre hasta de 41.5 °C, esta apéatico y
no come. Hay un periodo corto de diarrea y vomito. Los animales afectados mueren en el
piso sin presentar signos respiratorios distinguibles, el pulso cardiaco se incrementa. La
piel de la nariz, orejas, patas se observa descamada. La muerte del animal ocurre dentro

de las 24 a 36 horas después de desarrollar los signos clinicos.

% Agudo: los cerdos manifiestan un incremento en la temperatura corporal entre 40.5 y
41 °C, la piel se enrojece, se rehGsan a comer y beber agua. Se mencionan sintomas
respiratorios severos con tos, disnea y algunas veces se hace evidente que respiran por la

boca.

% Crdnico: se desarrolla después de que desaparecen los signos agudos. Puede haber o no
fiebre y tos espontdnea e intermitente. Los animales pierden el apetito y
consecuentemente disminuyen la ganancia de peso corporal. Los signos clinicos pueden

estar exacerbados por otros agentes infecciosos ©%.
1.1.11 Lesiones
La pleuroneumonia puede ocurrir en cerdos de todas las edades ©®. Estudios de necropsia

de cerdos que han sido infectados por App, exponen lesiones principalmente en el tracto

respiratorio. ©%
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La neumonia es en su mayoria bilateral y se afectan los l6bulos cardiaco y apical, asi como
una parte de los I6bulos diafragmaticos donde las lesiones neumodnicas son frecuentes,
localizadas y bien marcadas. Las areas dafiadas son oscuras y solidas. La cavidad toracica
contiene liquido sanguinolento. En muchos casos cronicos, se desarrollan nodulos de diferentes
tamafos principalmente en I6bulos diafragmaticos. Esos nodulos similares a abscesos, estan
delimitados por una delgada capa de tejido conectivo y se observan algunas areas de adherencia
a la pleura. En algunos casos, las lesiones de los pulmones sanan y solamente se puede observar

residuos localizados de la adherencia pleural.

En los estadios tempranos de la enfermedad, los cambios histopatolégicos estan
caracterizados por necrosis, hemorragia, infiltracion por neutréfilos, activacién de plaguetas vy

macrofagos, trombosis vascular, edema y exudado fibrinoso. @
1.1.12 Diagndstico

El diagnéstico de la PCP puede llevarse a cabo, al observar signos clinicos que el cerdo
desarrolle; pero, pueden ser confundidos con otras enfermedades del tracto respiratorio porcino.

Para la diferenciacién e identificacién de App se han utilizado técnicas inmunolégicas:

# Fijacion de complemento: fue una de las primeras pruebas usadas para serodiagnosticar
App. fue descrito por Nicolet en 1971, como un método de diagnostico de la PCP,
rapidamente llegé a ser el estdndar para la serotipificacion de esta bacteria. Esta prueba
fue usada frecuentemente en el pasado, requiere un alto nivel de estandarizacion y es
relativamente insensible al compararlo con otros ensayos como ELISA.

#% Hemaglutinacién indirecta: detecta anticuerpos en suero. Ha sido usada por muchos afios
como un método de deteccidn bacteriana. Es uno de los mejores métodos para identificar
serotipos.

#% ELISA: este método fue propuesto primeramente por Nicolet en 1981 como una alternativa
a la fijacién del complemento. Esta técnica requiere seleccionar y purificar al antigeno. Es
mas sensible que otros ensayos inmunoldgicos.

# Pruebas de aglutinacién y coaglutinacion: son métodos simples y sencillos para identificar
y serotipificar App. Existen tres variantes Utiles de la aglutinacién: la reaccién lenta en tubo,
la aglutinacién en tubo con 2-mercaptoetanol (2-ME), y la rapida en porta “%. Dentro de

estas técnicas se incluye el NEUMOTESTmr App que es en un método rapido que solo
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requiere de pocos mililitros de suero del animal a estudiar. Es una prueba de aglutinacion

en placa destinada a identificar directamente anticuerpos (de la clase IgG de alta afinidad)

capsulares de App (serotipos 1 al 12.) “?

% Aglutinacion en latex: esta reportada como una prueba simple y répida. Ha sido reportada
para los serotipos 1, 2, 3, 5y 9. No ha sido establecida como una herramienta efectiva de
diagnostico.

% Inmunodifusion: Esta basada en el principio de difusién visible en agar del complejo
antigeno - anticuerpo. Esta técnica ha sido de gran ayuda para el estudio de antigenos
presentes en App.

% Tipificacion bioquimica: ha sido propuesta como una alternativa para la serotipificacion
tradicional, propuesto por Sirois y Higgins en 1991. Se lleva a cabo analizando variaciones
fenotipicas y ayuda para identificar la epidemiologia asociada a App “°.

#% PCR: es una técnica usada para amplificar regiones especificas del ADN. Los principios de
esta técnica fueron descritos primeramente en 1971. Esta técnica se basa en el hecho de
gue ciertas secuencias de una regién dada de la molécula del ADN son conocidas.
Ademas, se puede utilizar para identificar microorganismos causantes de enfermedad y de
suma importancia en medicina en donde es necesario un diagnostico rapido. se ha
utilizado y como una herramienta de diagndstico para detectar ciertos microorganismos
especificos en muestras clinicas. EI PCR también puede utilizarse para realizar estudios
epidemiolégicos y llevar a cabo una vigilancia epidemioldgica en las granjas animales. Otra
importante aportacion del PCR es que permite la deteccién de los animales que son

portadores de cierta enfermedad “V.
1.1.13 Tratamiento @

Generalmente, App es susceptible In vitro a la penicilina, ampicilina, cefalosporina,
cloranfenicol, colistina, sulfonamida, trimetroprim + sulfametoxazol y gentamicina, esto a una baja
MIC. A altas MIC se encuentra estreptomicina, kanamicina, espectinomicina, espiramicina y
lincomicina. Los antibidticos que pertenecen a la familia de los beta — lactamicos (penicilina,
ampicilina, amoxicilina) normalmente presentan buena actividad contra App, pero datos de EU y
otros paises reportaron un alto nimero de bacterias aisladas que son resistentes; esta es mas
frecuente en los serotipos 1, 3, 5y 7. El antibiético de primera eleccién debe ser uno con una MIC

baja y que posea propiedades farmacocinéticas satisfactorias.
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La terapia con antibiéticos es efectiva en animales clinicamente afectados s6lo en la fase
inicial de la enfermedad, cuando se puede reducir la mortalidad. Los antibidticos son
administrados parenteralmente (subcutdneo o intramuscular) y en altas dosis. Para asegurar la
efectividad y alcanzar niveles adecuados del antibitico en sangre, es necesario administrar el
farmaco repetidas veces, tomando en cuenta las propiedades farmacocinéticas. El éxito de la
terapia depende principalmente de una deteccién temprana de los signos clinicos y de una

intervencion terapéutica a tiempo.

A pesar de que se alcance un éxito clinico, se debe recordar que la terapia con antibiéticos
no elimina la infeccidn; ya que en pulmén o en las amigdalas del cerdo se desarrollan abscesos, lo
gue ocasiona que estos sean una importante fuente de infeccidon para otros animales. Los que

estan muy afectados y que no se recuperan con tratamiento deben ser sacrificados.
1.1.14 Prevencion y control MY @2

Para determinar la estrategia de control, es necesario tomar en consideracion las
caracteristicas epidemiologicas de la Pleuroneumonia. Algunas alternativas a considerar para
tratar de reducir el riesgo de infeccion son: el control de los factores ambientales, un sistema de
produccion con unidades de crianza, engorda, y utilizar el sistema de todo dentro — todo fuera y el

tratamiento con diferentes tipos de antibitticos.

Para evitar la diseminacion de la PCP, en una granja se pueden tomar las siguientes

medidas:

Control de factores ambientales:
% Evitar baja temperatura y baja humedad asi como las fluctuaciones rapidas de

temperatura.

*

Reducir el nimero de microorganismos en el aire nebulizando desinfectantes en el aire.
# Mantener una buena ventilacién y flujo de aire caliente con la finalidad de conseguir un

ambiente en el que los cerdos estén calientes, secos y sin corrientes de aire.

Manejo de los animales:
% Suministrar abundante agua.
% No mezclar animales de diferentes procedencias ni edades, ni portadores y no portadores
(determinados; seroldgicamente y/o bacterioldgicamente).
% Utilizar el sistema todo dentro - todo fuera de forma estricta.
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Si el cerdo ya esta contagiado:

% Realizar medicaciones estratégicas con antibiéticos antes y después de la época normal
de expresion clinica. Considerar las medicaciones estratégicas como rutina dentro de los
primeros 8 dias después de introducir los animales en el engorde.

% Considerar la vacunacion de cerdas reproductoras y engorde durante una primera fase de

dos afios cuando una explotacion se contamine por primera vez.

Vacuna contra la PCP (bacterina):

La vacunacién es una de las mas importantes estrategias para prevenir y controlar esta
enfermedad. Actualmente, las vacunas disponibles para App son bacterinas inactivadas, las
cuales pueden generalmente reducir los sintomas clinicos y la mortalidad causada por la
infeccién, pero frecuentemente falla para prevenir la infeccién crénica y lesiones pulmonares. En
contraste, la infeccion natural y experimental puede inhibir la colonizacién de algunos serotipos,
esto sugiere que la vacuna atenuada puede ser una estrategia viable para prevenir la infeccién

causada por App. @

Hasta la fecha se ha utilizado contra la pleuroneumonia porcina, bacterinas o vacunas de
subunidades, las cuales estan basadas en varios componentes de App. Los resultados obtenidos
con la bacterina, han ofrecido, proteccion homologa contra el serotipo usado para preparar el
material de la vacuna. En contraste, una infeccidn natural de cerdos con algun otro serotipo sirve
para prevenir la reinfeccion natural. Se piensa que las toxinas Apx son de particular importancia
para la induccién de una inmunidad protectiva, las bacterinas que no las contienen no aportan una

proteccién adecuada. ®

1.2 ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME BOVINA

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET), pertenecen a un amplio grupo de
enfermedades neurodegenerativas en animales y en el hombre, siendo la Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) la que actualmente; gran cantidad de ganaderos, investigadores,
secretarias gubernamentales y organizaciones internacionales tienen en la mira y es monitoreada
a nivel mundial; ya que en los Ultimos 20 afios ha tomado una gran importancia. Esto se debe a
gue se comportan de manera silenciosa y su agente etiolégico dado a sus caracteristicas puede
ser infectivo de diversas formas. Las pérdidas econdmicas que han afectado severamente los

mercados Yy las relaciones internacionales incluyendo a importantes sectores: ganadero (ovinos y
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bovinos), la investigaciéon en la restriccién al comercio de productos biolégicos para propdésitos de
la misma (suero fetal bovino, medios de crecimiento bacteriano, ingredientes en cosméticos y

alimentos para mascotas, entre otros), que principalmente estan suplementados con 6rganos y
secreciones de origen bovino que pueden provenir de los paises con focos de infeccion, tales
como: Inglaterra, Irlanda, Francia, Espafa, Suiza entre otros. Ademas, de las importaciones de

rumiantes vivos y de productos de estos, con el fin de prevenir la entrada de la EEB.

Las EET estan relacionadas clinica y anatomopatolégicamente y reciben la denominacion de
espongiformes por el tipo de lesién que se produce en el Sistema Nervioso Central (SNC).“?
Desde el punto de vista macroscopico los cerebros de los animales infectados aparecen normales,
mientras que microscopicamente los cambios m&s notorios consisten en astrogliosis,
vacuolizacion intracelular con aspecto caracteristico de esponja, pérdida de neuronas y formacion
de placas amiloides ocasionales.“? Son transmisibles, con largos periodos de incubacién (meses
a afios), con cursos progresivos casi siempre fatales, ademas que no se presenta una respuesta

inmune en el hospedero.

Estos padecimientos en un principio se especularon que eran causados por un virus lento

no identificado con caracteristicas especiales.

Esta epizootia se inicié en la Gran Bretafia (GB), a partir de noviembre de 1986; aunque
estudios retrospectivos sefialaron que los primeros casos clinicos se presentaron desde abril de

1985. Se observé que se parecia mucho al Scrapie.

Aunqgue la alarma salté en un principio en la GB, cuando se decidi6 estimular la engorda de
los bovinos mediante suplementos proteinicos vegetales. Mas tarde llegaron los suplementos de
animales como las harinas de carne y hueso (HCH) y la utilizacién masiva de hormonas y de todo

tipo de productos.

Otro hecho posible en los casos de EEB en la GB se debe a que el consumidor demanda

animales mayores de edad.

Ademas, se considera que durante los afios '70 y principios de los '80 se cambiaron los
procedimientos de fusién y extraccidn por solventes. Dichos cambios en el procesamiento fueron
adoptados por la caida del precio del sebo parte rica en grasas del proceso cuyo rendimiento
aumenta al usar solventes, el incremento del costo de la energia debido a la crisis del petroleo y la
necesidad de utilizar sistemas mas seguros en reemplazo de los solventes potencialmente

explosivos y carcinogénicos.
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Otra teoria acerca del origen de la EEB, es obra de dos investigadores Britanicos, estos
cientificos, sitian el origen de la contaminacion en India y Bangladesh, paises que exportaron
cientos de miles de toneladas de restos animales a la GB para fabricar abonos y harinas. Ellos
sostienen que el empleo de restos humanos en estas harinas enviadas origind la enfermedad

degenerativa en el ganado vacuno y luego en el hombre. #*

El ganado bovino positivo a EEB ha variado entre los 20 meses y 19 afios de edad, aunque
la mayoria de casos ocurre entre los 4 y 6 afios de edad. No se ha encontrado una predisposicion
genética o de raza. La mayoria de casos de EEB han provenido de ganado lechero debido,
probablemente, a las diferencias con los sistemas de alimentacion del ganado de carne. Mas aun,
el ganado de carne es generalmente joven al momento del sacrificio debido a que el periodo de
incubacién promedio es de 4 a 6 afios, por lo que el ganado de carne infectado no vivira lo

suficiente para poder desarrollar los signos clinicos.

La principal via de transmisién es la ingestion de alimentos contaminados con EEB, los
cuales son, en su mayoria, suplementos alimenticios proteicos. La inoculacién intracerebral,
intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, intraespinal y subcutanea de tejido cerebral
contaminado con EEB transmite la enfermedad a especies receptivas. No existe evidencia
experimental ni epidemioldgica de transmision horizontal de EEB. Aln existe controversia con
respecto al potencial de transmisién vertical. Algunos casos de EEB en la progenie también fueron
infectados en la GB y un estudio en ganado bovino de la GB concluy6 que la transmision vertical
no puede ser descartada. Sin embargo, la conclusién con respecto al papel de la variacion en la
susceptibilidad genética u otros mecanismos es poco clara y ninguno de los casos de EEB en la
progenie ha sido reportado con EEB fuera de la GB. Si se diese un cierto nimero de casos de
transmision maternal, éstos no serian suficientes para mantener la epidemia, ni siquiera en la GB

(verse en la Tabla 4 y Figura 1.) La leche, semen, embriones y évulos no son infecciosos. “*

\ Cronologia de los eventos basicos de la EEB |

1986. Primer caso diagnosticado en bovinos en la GB.

1989. Primeros casos importados en islas Malvinas y Oman.
1989. Primer caso nativo en Irlanda.

1990. Primer caso nativo en el Continente Europeo (Suiza).
2001. Primer caso nativo en bovinos en Japon.

2003. Primer caso nativo en bovinos en Canada.

2003. Primer caso en EE.UU. en bovinos importados.

2005. Primer caso nativo en bovinos en EE.UU.

AN N NN NN

Tabla 4. Cronologia de los eventos basicos de la EEB a nivel mundial
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Figura 1. EEB: Datos de los primeros casos nativos
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Figura 2. Mapa de Distribucion Geogréfica [OIE

] (45)

A inicios de la década de 1990 se llevaron a cabo estudios de infectividad de EEB en el
ganado (verse en la Figura 2.) Al mismo tiempo, la inoculacion experimental de tejidos infectados
con EEB en ratones solo identificé infectividad en el tejido cerebral. Por lo tanto, la definicién de
los Materiales Especificos de Riesgo (MER; aquellos tejidos que se piensa que son

potencialmente infectivos) se basé en estudios de infectividad para Scrapie. “®

En contraste con muchos casos presentados por los medios de comunicacién, los bovinos
con EEB tiende a presentar signos sutiles de la enfermedad. Los signhos son progresivos, variables
en tipo y severidad y pueden incluir depresion, comportamiento anormal, pérdida de peso,
sensibilidad frente a estimulos (luz, sonido, tacto) y pasos o0 movimientos anormales. Otros signos

gue han sido notados en casos de EEB incluyen disminucion en la produccién de leche,
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bradicardia y contracciones ruminales reducidas. Ninguno de estos signos es especifico
(patognomoénico) para la enfermedad. Sin embargo, con mayor experiencia, los granjeros y
veterinarios pueden convertirse en detectores eficientes para la identificacion de casos
sospechosos de EEB. *” Los objetivos méas importantes de los programas de prevencion y control
de la EEB son reducir el riesgo de exposicion de los animales y humanos al agente. Por lo tanto,
se deben considerar dos niveles de medidas: Aquellas que bloquean el ciclo de ampliacion en la
cadena alimenticia y aquellas que previenen que el material infectivo ingrese a los alimentos

humanos.

Erradicacio Exposicién y
n de la EBB prevencion

Bloque de
amplificacion

animal

Exposicién y
prevencion

Prevencion de la
entrada del

A 4

agente de la EBB humana

mediante la

Reciclamiento y
amplificacion del
ciclo en e ganado

Medidas Objetivos Trayectorias
intermedios fundamentales

Figura 3. Reduciendo el riesgo de exposicion a EEB en bovinos ganado y humanos “9)

Debido al prolongado periodo de incubacién, el tiempo transcurrido entre una efectiva
implementacion de medidas y la disminucion detectable en el numero de casos de EEB podria ser
mayor a 5 afios, antes que el efecto de las medidas pueda ser observado. Este intervalo podria
aumentar si las medidas no son impuestas efectivamente, tal como usualmente ocurre durante

algun tiempo después de su implementacion.

De manera general, la gestion de riesgos para la EEB en Europa no estd concertada. Los
Estados Miembros de la (UE) cuentan con reglas comunes para la implementacion de medidas y
algunos paises con deseos de incorporarse a la mencionada estan adaptando sus precauciones
en conformidad. Sin embargo, la implementacién de estas aln varia de un pais a otro y son las
siguientes: Prevenir la exposicion de humanos “ y evitar la contaminacién cruzada de carne con
MER ©%. Las cautelas para proteger la sanidad animal son: Prohibicién de piensos, Parametros
para Rendering y Materiales especificos de riesgo (MER).Con la categorizacion por riesgo de EEB
se persigue establecer normas para el comercio para cada categoria de riesgo, lo que aportara
las necesarias garantias para la proteccién de la salud publica y la salud animal en los paises

importadores. Las condiciones para los intercambios comerciales estan ya fijadas en las actuales
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recomendaciones del Codigo sanitario para los animales terrestres de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal OIE (2005).

La OIE comenz6 hace dos afios un proceso para revisar y simplificar la clasificacion de

paises en funcién de su riesgo de EEB en tres categorias.

Categoria Paises con un riesgo de EEB insignificante y un programa de
1: vigilancia activa reducido que detectan una prevalencia prevista de 1
por 50.000 importaciones autorizadas sin restricciones.
Categoria Paises con un riesgo de EEB controlado y un programa de vigilancia
2: activa que detecta un prevalencia prevista de 1 por 100.000
importaciones autorizadas tras la eliminacion de los MER.
Categoria Paises con riesgo indeterminado de EEB. Estos paises s6lo podran
3 exportar una lista limitada de productos comercializables.

Tabla 5. Finalmente en la 73° sesidn del 24 de mayo de 2005 se alcanzd un acuerdo sobre el procedimiento
simplificado de categorizacion y sobre las normas de vigilancia. % ©2¥ 63

Anualmente, durante la Sesién General en el mes de mayo de 2005, el Comité Internacional,
compuesto por los Delegados de los Paises Miembros de la OIE, adopta mediante resolucion una

lista de paises clasificados segun su categoria de Riesgo de EEB.

La evaluacion del estatus de un pais respecto a la EEB debe ser solicitada a la OIE por los
Paises Miembros, para que sean clasificados en una de las 3 categorias frente a la presencia de
riesgo de EEB en sus territorios. Esta categoria se obtiene Unicamente por aprobacion de los
Paises Miembros de la OIE durante la sesion anual. Por iniciativa de la Comisién, el Comité
Director Cientifico (CDC) de la UE, realizé una evaluacion del riesgo geografico (GBR) en lo que

se refiere a la EEB en los Estados miembros de la UE y en los paises tercermundistas.

[ Nivel I: || Pais en donde la EEB es muy improbable; \
[ Nivel Il: ][ Pais en donde la EEB es improbable pero no esta descartada; |
Nivel Il Pais en donde la EEB es probable pero no esta confirmada, o

confirmada pero a pequefia escala;
[ Nivel IV: || Pais en donde la EEB esta confirmada a gran escala. \

Tabla 6. A partir de las evaluaciones geogréficas de lo

S riesgos, el CDC clasifica a los paises en cuatro
categorias ®?Y 3

El CDC evalla constantemente la situacion de los paises tercermundistas en materia de
riesgo geografico de EEB como si se tratara de Estados miembros de la UE. El riesgo geogréfico
de EEB es el Unico factor determinante que permite decidir el nivel de proteccion necesario.
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El objetivo que se persigue con la categorizacion por riesgo de EEB es establecer normas
para el comercio para cada categoria de riesgo, lo que aportard las necesarias garantias para la
proteccion de la salud publica y la salud animal en los paises importadores. Las condiciones para
los intercambios comerciales estan ya fijadas en las actuales recomendaciones del Cddigo

sanitario para los animales terrestres de la (OIE).

Dado este potencial peligro obviamente es importante tomar medidas estrictas en el control
de la EEB en bovinos y también la contaminacion de alimentos para humanos con el agente
infectivo. Aqui es importante hacer un alto y pensar sobre la posibilidad de que esta enfermedad
afecte a un pais pobre. La GB ha tenido y tiene el poder econémico para controlar el problema y
disminuir los riesgos en salud publica de la EEB. Al parecer se ha identificado que el factor de
mayor riesgo en la difusién de la enfermedad es el de alimentar a los bovinos con HCH, una

préctica cominmente utilizada en la mayoria de los paises del mundo. ®%

Los costos primordiales que se manejan para un pais con riesgo de contagio o que lo
presenta son impactos a nivel de: Cambios en la forma de producciéon, en Salud Publica, en
procesamiento y comercializacion de productos pecuarios, a nivel de vigilancia y a nivel de

comercio. ©®V ©6)

Los costos mas importantes en este momento para los paises dentro de América Latina, que
quieren exportar a paises desarrollados, son la necesidad de implementar nuevos sistemas de:
Procesamiento de los bovinos en los mataderos; Vigilancia que pueda identificar individualmente a
los animales. Un riesgo que estos paises exportadores no pueden controlar es la disminucién en

la demanda internacional con cada mala noticia sobre la EEB.

Con respecto a todos los paises en la region los riesgos del uso de HCH en la elaboracion

de alimentos para los animales parecen altos, y su impacto econdmico es potencialmente grande.

Por lo tanto las recomendaciones son: Que los paises exportadores utilicen sus sistemas de
vigilancia para mostrar al mundo que sus productos son sanos y seguros, libres de enfermedades
zoondticas. De esta manera pueden garantizar su mercado, en términos de precios y
consumidores. Y que todos los paises tomen acciones para evitar que los alimentos para los

bovinos no estén elaborados ni contaminados con HCH. ©”

Si bien este problema ha tenido en jaque a las grandes empresas dedicadas a la salud, ya

que cualquier biolégico que comercializan y estén suplementados en el proceso de su
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elaboracion, con 6rganos y secreciones de origen bovino estan expuestos a tener problemas de

salud, social y econémicos en los paises que exportan.

Tal es el caso de las vacunas, las cuales; su riesgo es relativamente simple de calcular y

seré variable en funcién de la modalidad de fabricacion.

En el caso de las vacunas bacterianas, normalmente se puede calcular la dilucion para
evaluar cuantos inoculos pueden estar presentes en la recoleccién final. Las vacunas virales, la
cantidad de material original que dependera de la dilucion frente a adsorcion seguida de

eliminacion del material original por lavado.

Para la mayoria de las vacunas, los factores de dilucién son probablemente altos y el nivel
de infeccion que puede estar presente en los inéculos es bajo. Esto dard lugar con frecuencia a
cantidades extremadamente reducidas del efecto potencial que pueda subsistir en el producto
final. No obstante, mientras no se determinen las dosis infecciosas para cada EET, no se podra
obviar completamente el riesgo residual. Por otra parte, en el caso de las vacunas, existe al

menos un peligro tedrico, ya que se suelen administrar mas de una vez al mismo animal.

La transmisién de una EET debido a la presencia de indculos residuales contaminados en la
vacuna final dependera principalmente de la especie a la que se administra y la via de
administracién. La especie de origen que este expuesta deberd evaluarse en relacién con la
receptora de la vacuna y la consiguiente presencia o ausencia de barreras entre especies a la

infeccion.

La eficacia relativa de la via de transmision, clasificadas por orden decreciente son:
intracerebral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea/intradérmica y oral/intragastrica. La eficacia

por via intramuscular se considera similar a la de la via intraperitoneal.

El riesgo de transmision también esta en relacion con la dosis administrada pero, en
relacion con otros factores que intervienen, no parece ser un factor importante en la evaluacién

general del riesgo. ®®
Con lo anteriormente citado cualquier vacuna aun con un inoculo bajo es un medio de

infeccién, que puede ser punto de partida para presentar nuevos brotes en paises exentos de
EET.
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1.3 PRIONES

Los priones son promotores contagiosos que consisten Unicamente de una proteina, carente
de genoma y 4&cidos nucleicos (replicacion sin genes), resistentes a la inactivacion por
procedimientos comunes de laboratorio. ®@ La palabra en si se deriva de "proteinaceous infectious

particle”, definicién propuesta por Stanley B. Prusiner. %

Se han observado estas proteinas de membrana plasmatica como propias de las células

normales, y existe en la mayoria de estas, aunque predominantemente en las del SNC.

Se presentan dos isoformas: una forma celular o PrPc de 33-35 kDa y otra patégena PrPSc
o Scrapie PrP de 33-35 kDa. ® La proteina PrPc esta constituida por cuatro regiones de
estructura secundaria llamadas H1, H2, H3 y H4, en estas regiones se identifican tres zonas de

hélice-a llamadas A, By C, y dos de hoja-B, llamadas S1y S2. ©?

Ambas son de la misma proteina, es decir, comparten la misma secuencia de aminoacidos
(estructura primaria); se comprobd la imposibilidad de que estas fueran productos de dos tipos de
ARNm distintos. La diferencia reside en su estructura secundaria y terciaria, es decir, en su
conformacion espacial. La forma PrPSc ha sufrido un plegamiento respecto a la forma celular
PrPc.

Las causas que provocan el error en el plegamiento de la PrP°¢ definen las formas descritas
de las enfermedades producidas por priones y estas son: Formas Esporadicas, Formas
Infecciosas y Formas Hereditarias. ” El plegamiento de las formas nativas esta inducido por
particulas PrPSc infecciosas que ponen en marcha una reaccion en cadena, de forma que la
infeccion se desarrolla exponencialmente, tal es el caso de la proteina X, que es un pequefio
ligando detectado mediante estudios genéticos y moleculares, que se une al PrPc y facilita su

transformacion a PrPSc.®®

La isoforma normal ha sido encontrada en tejidos de mamiferos, entre ellos: ovinos, bovinos,
hamster, raton y en seres humanos, con un 80 — 90 % de homologia entre las secuencias de PrPc
en las diferentes especies. ¥ La proteina del prion (PrPc) es codificada por el DNA cromosémico
del huésped; es una glucoproteina con peso molecular de 33 000 a 35 000 y cuenta con un alto
contenido de la estructura secundaria o helicoidal sensible a las proteasas y soluble en
detergente. La PrPc se expresa en la superficie de neuronas a través de un anclaje de
glucofosfatidil inositol, en cerebros infectados como en los no infectados. La isoforma anormal es

el Uinico componente conocido del prion y se ha relacionado con su transmisibilidad; esta isoforma
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difiere fisicamente de la primera por su gran contenido de hojas plegadas, insolubilidad en
detergentes, tendencia a agregarse y su relativa resistencia a la protedlisis. ®® Se han realizado

multitud de experimentos para demostrar la naturaleza de los priones:

| Propiedades Fisicas y Quimicas || Propiedades Bioldgicas
»  Filtrable con poros 25 nm o 100 nm. » Carecen de cuerpos de inclusién.
» Es invisibles al microscopio 6ptico y electrénico. » Presencia de acido nucleico no
» Resistente a: Formaldehido y EDTA. demostrada.
» Proteasas (Tripsina, pepsina), Autoclave >134 °C, 18 »  El inico componente conocido es la
minutos, Hipoclorito sédico (20°C, 1hora), Hidréxido proteina PrP.
sédico 2N, Fenol 90%, Eter, Acetona, Permanganato » Pueden existir en multiples formas
potasico 0.002 M, Urea 6 M, 2 — Cloroetanol y moleculares.
Cloroformo aunque reducen la infectividad. » Periodo de adaptacion a nuevos
» Nucleasas (ribonucleasas Ay lll, desoxiribonucleasa I). hospedadores.
> Radiacion ultravioleta (2540 A). » Control genético de la susceptibilidad de
» Radiacién ionizante. algunas especies.
» Existencia de distintas cepas.

Tabla 7. Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los priones 0Ty o0)

La funcion de la forma celular del prion es hoy aun desconocida, aunque se estipulan varias:
Al ser capaz de unir Cu** especificamente se le ha asignado un papel activo en la homeostasis de
este cation implicado en procesos de oxido reduccién; también se dice que actia como
superéxido dismutasa. ©”; ademas de proteina de transduccion de sefial. ®®; en la adhesi6n

celular y regulacién-distribucién de los receptores de acetilcolina.

Existen dos modelos que consideran la infectividad como autopropagacion de la forma
PrPSc que incluye una etapa controlada cinéticamente: el Modelo de desnaturalizacion-
renaturalizacion catalizada y el Modelo de polimerizacion nucleada por condensacién no

covalente. 9

Los signos clinicos y la patologia que producen los priones varian segun la especie y animal
afectado. Son de desarrollo muy lento, el tiempo de incubacién es en extremo largo de entre 2 y

10 afios, con ausencia total de sintomas.

En general, en los animales se pueden distinguir dos fases: La Fase Psiquica, en la cual se
producen cambios en el comportamiento y el temperamento. La Fase Organica, donde se
observan alteraciones motoras graves. De igual forma, estas EET pueden transmitirse entre
individuos de la misma especie e incluso al hombre. La posibilidad de transmision de priones entre
distintas especies ha permitido definir el concepto de barrera interespecifica. Teniendo como vias
de infeccion: Inyeccién de hormona de crecimiento humana, trasplantes de cérnea, implantacion
de electrodos intracerebrales, procedimientos quirdrgicos dentales, transfusion de sangre,

ingestion de alimentos contaminados y administracion de productos contaminados. “®
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Entre las encefalopatias que afectan, tanto a animales como a humanos; en ambos casos se

cita a continuacioén las mas importantes en la actualidad.

Nombre de la Huésped || Agente || Abreviatura || Abreviatura
Enfermedad Natural de PrP de PrP Distribucion Fecha
patogénica || normal
Scrapie Ovejay Scrapie ShePrP™® ShePrPSc" Muy extendida 1936
Cabra
Encefalopatia Vison Prion MkPrp>¢ MKPrPTME Norteamérica, 1965
Transmisible del ETV Europa
Visén (ETV)
Caquexia Cronica Ciervo Prion MDePRP>* MDePrPCWD Norteamérica 1967
del Ciervo (CWD) Mula'y CWD
Alce
Encefalopatia Bovino Prion BovPrpP>° BovPrPBSE Reino Unido, 1986
Espongiforme EEB Francia, Suiza,
Bovina (EEB) Portugal,
republica de
Irlanda
Encefalopatia Gato Prion FePrp FePrPFSE Islas Britanicas, 1990
Espongiforme EEF Noruega
Felina (EEF)
Encefalopatia de Antilope Prion NyaPrP=° NyaPrPEUE Reino Unido 1996
ungulados Exéticos EUE
(EUE)
Kuru Hombre Prion HuPrp>° HuPrPKu Papua Nueva 1966
Kurd Guinea
Enfermedad de Hombre Prion HuPrpP>* HuPrPCJD Mundial 1968
Creutzfeldt Jacob CJD
Sindrome de Hombre Prion HuPrp=° HuPrPGSS Mundial
Gerstmann - GSS 1923
Straussler-
Scheinker (GSS)
Hombre Prion HuPrp=° HuPrPFFI Mundial
Insomnio familiar FFI 1986
fatal (FFI)

Tabla 8. Enumeran las enfermedades prion conocidas hasta ahora y alguna informacién nomenclatural referente
a ellas. * Encefalopatias Espongiformes reconocidas por la OIE.

El diagnéstico de las enfermedades prionicas presenta una serie de problemas debidos a las
peculiaridades de este tipo de enfermedades. Por un lado estos agentes no inducen respuesta
inmune que permita detectar anticuerpos especificos en suero. Por otra parte, la ausencia de un

acido nucleico asociado a la particula infecciosa impide el uso de herramientas como la PCR.

Estas limitaciones obligan a basar el diagnéstico en la deteccion de:
% Alteraciones histopatolégicas producidas por la enfermedad.
* Isoforma infectiva de la proteina del prion (PrP*°).

* Infectividad mediante bioensayos apropiados.
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Otros problemas adicionales son los tiempos de incubacion, extremadamente largos, que la
PrP*¢ solo se acumula en cerebro y que su deteccién, Gnicamente es posible tras la manifestacion

de la sintomatologia y signologia clinica.

Métodos de diagnéstico

Sintomas y Signos Clinicos.
Histopatologia.

Deteccion de PrP sc
Inmunohistoquimica.
Deteccion de SAF.

Western Blot.

ELISA.

Transmision a animales.

* % % o b X % % o

Animales Transgénicos.

La presencia de EEB en los paises de la Union Europea (UE) y su posterior diseminacion
fuera del Continente produjo una reaccién a escala mundial por sus potenciales implicancias sobre
los seres humanos, alertando a las autoridades de Salud Publica y Sanidad Animal, a tomar todas

las precauciones necesarias para proteger a la poblacién humana y animal.
1.4 MEDIOS DE CULTIVO PARA App
1.4.1 Todd — Hewitt

El caldo de Todd — Hewitt fue originalmente desarrollado para la produccion de hemolisina
estreptocécica. El caldo modificado por Updyke y Nikle se emplea de preferencia para el cultivo de
estreptococos beta — hemoliticos, especialmente para estudios de tipificacidn sexolégica. Su
formulacion esta constituida por infusion de muasculo cardiaco, peptona, dextrosa, cloruro de
sodio, fosfato disddico y carbonato de sodio. Si se le agrega NAD al medio, puede utilizarse para
el desarrollo de App. También puede ser preparado en forma de agar, agregandole de 13 a 15

gramos de este por litro de medio 7.
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1.4.2 Soya — Tripticaseina

El Agar Soya Tripticaseina es un medio utlizado para promover el crecimiento de
microorganismos fastidiosos y adicionado de sangre para observa reacciones hemoliticas. Provee
un excelente soporte de crecimiento para organismos aerobios y anaerobios, segun lo demostr6
Leavit en 1955. Este medio es recomendado en los procedimientos microbiolégicos de control de
aguas, cosmeéticos y en la industria farmaceéutica. Clinicamente se utiliza para diferenciar especies
de Haemophilus y Actinobacillus debido a que no contiene los factores X y V requeridos para su
crecimiento. Asi mismo este medio puede ser utilizado como base para preparar medios

suplementados como el Agar Sangre y Agar Gelosa Chocolate.

En este medio las peptonas proveen la fuente de nitrogeno y minerales. El azlcar de la
Peptona de Soya provee la fuente de carbohidratos. El Cloruro de Sodio tiene su funcion en el

balance osmético y el Agar es incorporado como agente solidificante 7.
1.4.3 Agar Sangre

Es uno de los medios mas comunmente usados en el laboratorio microbioldgico. Es
adecuado para aislar y cultivar diversos microorganismos de dificil crecimiento ® Es un medio
enriquecido al que se le adiciona sangre de cordero desfibrinada al 5 o 10 % y esta
formulado especialmente para la diferenciacion de cepas por la hemdlisis producida por sus
colonias V. La formulacién de este medio consta de: infusién de musculo cardiaco, peptona de

carne, agar y cloruro de sodio .

Es un medio adecuado para hacer crecer a App, siempre y cuando se utilice con una estria
nodriza de especies productoras de factor V, con las que satelitizan, como es el caso de

Staphylococcus aureus 9.
1.4.4 Agar Chocolate

El agar chocolate posiblemente es la férmula de uso mas frecuente para el cultivo de App.
Se utiliza para su primo aislamiento *®. Este medio es basicamente el mismo que el agar sangre,
pero con la adicion de la sangre a la base mientras esta Ultima esta aun a 80°C, las proteinas se
precipitaran, los glébulos rojos se lisaran y la hemoglobina se degradara, haciendo con ello a
estos nutrientes, entre ellos el NAD, mas facilmente accesibles para el crecimiento de App. Como
es natural el medio habra perdido su capacidad para demostrar las propiedades hemoliticas de los

microorganismos V)
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1.4.5 Medio Pleuroneumonia-like organisms PPLO

Este medio es utilizado para el aislamiento y cultivo principalmente de Micoplasma, es usado ya
sea en caldo o agar que fue descrito por Morton, Smith y Lieberman; mientras, que la férmula del caldo
la definio6 Morton y Lecci. Dicha formulacién estid constituida por: extracto de carne, extracto de
levadura, peptonas que son las fuentes de nitrégeno, vitaminas, aminoacidos y carbono; ademas, del
cloruro de sodio que mantiene el balance osmético del medio 72,

Ademés este medio, también se utiliza para hacer crecer a App, siempre y cuando este

suplementado con el factor V o NAD.
1.4.6 Infusion Cerebro — Corazén

El BHI fue disefiado por Rosenow en 1919 y fue preparado adicionandole piezas de tejido
de cerebro a un medio que contenia dextrosa. "® Es de color amarillo paja, que tiene un alto
contenido nutritivo, adecuado para el cultivo de varios microorganismos delicados, dificiles y
exigentes; entre los que se encuentran, diversos tipos de bacterias, hongos y levaduras. ™ Se

puede utilizar en forma sélida (agar) y liquida (caldo.) ¥

Estreptococos, Meningococos y Pneumococos entre otras bacterias, crecen bien en este
medio. Si se le afiade al agar BHI 10 % de sangre desfibrinada se puede emplear para el
aislamiento de Histoplasma capsulatum. Con la adicion de antibiéticos el medio puede emplearse
también para otros géneros de hongos. El caldo BHI es muy recomendable para hemocultivos .

Entre los componentes del medio BHI (BD® Bioxon) se encuentra el tejido de cerebro y
corazon, peptonas que proporcionan proteinas y otros componentes necesarios para el
crecimiento de microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmatico y el Disodio

hidrégenofosfato acttia como buffer. La D (+) glucosa es el recurso de energia .

Composicion (g /L)

Infusién de cerebro 12.5

Infusion de corazén 5.0

Proteosa peptona 10.0

D (+) glucosa 2.0

Cloruro de sodio 5.0

Disodio hidrégenofosfato 2.5
pH del medio listo para usarse a22°C 7.4+ 0.2

Tabla 9. Formulaciéon del medio BHI
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El caldo BHI es utilizado también para identificar, aislar y realizar los cultivos de App
necesarios para la elaboracién de las bacterinas que previene la PCP en cerdos. Ademas la

mayoria de los investigadores del mundo lo utilizan para lograr el crecimiento de esta bacteria en

sus experimentos.
1.4.7 Medio PECE

Este medio de cultivo su hombre parte de las iniciales de sus primeros cuatro componentes,

es liquido, que al ser preparado adquiere un color similar a la canela, consta de seis

componentes:
Componentes g/L
Proteosa peptona 10
Extracto de carne. 20
Caseina 2.5
Extracto de levadura. 5
Cloruro de sodio 5
Disodio hidrégenofosfato 3
ml/L
2
NAD al 0.5 % 25
Glucosa al 20 %

Tabla 10. Formulacién del medio PECE.

Hay que recalcar que los componentes de BHI y este medio son muy similares, la diferencia
entre ellos y la mas importante es que PECE carece de la infusion cerebro — corazon, la cual fue
sustituida por peptonas y extractos de levadura y carne. En este trabajo se probara si favorece el
crecimiento de los serotipos 1 — 10 de App y conocer si puede ser considerado como una opcién

gue proporcione resultados satisfactorios en la elaboracién de las bacterinas contra la PCP como

lo hace en BHI.
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1.5 CURVA DE CRECIMIENTO Y (8

El crecimiento bacteriano es un incremento en el nimero de células o aumento de la masa
microbiana. El desarrollo es un componente esencial de la funcidon microbiana, ya que una célula
individual tiene un periodo de vida determinado en la naturaleza y la especie se mantiene

solamente como resultado del crecimiento continuo de la poblacion celular.

Una bacteria es una méaquina capaz de duplicarse, los procesos sintéticos de crecimiento
celular bacteriano implican no menos de 2000 reacciones bioquimicas de una gran variedad de
tipos. Las reacciones principales se la sintesis celular son de polimerizacién, luego se ensamblan
las macromoléculas, se forman estructuras celulares: pared celular, membrana citoplasmatica,

flagelos, etc.

Cuando se siembran microorganismos en un medio de cultivo apropiado, los mismos
comienzan a dividirse activamente empleando los nutrientes que le aporta el medio de cultivo para
"fabricar" nuevos microorganismos. Este proceso contindia hasta que algun nutriente del medio de
cultivo se agota (sustrato limitante) y el crecimiento se detiene. También puede detenerse el
crecimiento por acumulacién de alguna sustancia inhibidora formada por los mismos

microorganismos.

Para realizar una curva de crecimiento, los microorganismos se cultivan en un medio liquido
y se incuban en un recipiente cerrado al que no se afiade mas cantidad de medio que la inicial; en

consecuencia, las concentraciones de nutrientes disminuyen y las de los restos aumentan.

Se traza una grafica donde se analiza el crecimiento de una poblacién microbiana, que se
divide por fisibn binaria, en un medio de cultivo. Se representa la absorbancia emitida por la

bacteria frente al tiempo de incubacion.

Un método utilizado para obtener una curva de crecimiento es la medida de turbidez. Una
suspension celular aparece turbia a la vista porque las células dispersan la luz que atraviesa la
suspension. Cuantas mas células estén presentes mayor sera la luz dispersada y, por tanto,
mayor la turbidez, la cual, puede medirse con el espectrofotdmetro que hacen pasar la luz a través

de suspensiones celulares y detectan la cantidad de luz emergente no dispersada.

La curva de crecimiento tiene cuatro fases diferentes (Fig. 4):
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Fase estacionaria

Fase exponencial
(logaritmica)

Fasek

muerte

Fase de
latencia

eonndo pepisuaq

Tiempo (hrs.)

Figura 4. Curva de crecimiento microbiano en un sistema cerrado

# Fase de latencia: en esta etapa no se produce un aumento inmediato del nimero de
células o de masa, esto no quiere decir que las células permanezcan inactivas o latentes,
al contrario, durante este estadio cada una de las células se encuentran muy activas
sintetizando nuevos componentes. La duracion de esta fase varia segun la condicion de

los microorganismos y la naturaleza del medio.

% Fase exponencial: aqui los microorganismos se dividen hasta el nivel maximo posible,
en funcién de su potencial genético, el tipo de medio y las condiciones en que crecen. La
velocidad de crecimiento es constante; es decir, los microorganismos se dividen y se
multiplican en ndmero a intervalos regulares. La poblacién es mas uniforme, quimica y

fisiologicamente.

% Fase estacionaria: el crecimiento de la poblacidén cesa, esta fase se puede atribuir a
gran variedad de circunstancias, sobre todo al agotamiento de algunos nutrientes y, en

grado menos frecuente, a la produccion de sustancias toxicas durante el crecimiento.

# Fase de muerte: después del periodo estacionario las bacterias pueden morir mas
rapidamente que la produccion de células nuevas. En esta etapa, el nimero de células
viables desciende exponencialmente, mueren a diferentes periodos debido a gran
variedad de condiciones, pero las mas importantes son el agotamiento de las sustancias

nutritivas y acumulacion de productos inhibidores como acidos.
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1.6 MEDIDAS DEL CRECIMIENTO BACTERIANO: RECUENTO DE CELULAS TOTALES Y
VIABLES ®

El crecimiento de poblaciones se mide estimando los cambios en el nUmero de células, en la
cantidad de algun componente de las mismas o en el peso total seco de las células. Existen varios
métodos de contar el nimero de células o determinar la masa celular, adecuados para diferentes

organismos.

Recuento de células totales

El nUmero de células de una poblacion se puede determinar contando una muestra con el
microscopio mediante el método de recuento directo. Se emplean cdmaras de recuento especiales
cuya superficie estd marcada con una rejilla con pequefios cuadrados de &rea conocida. En el
microscopio se puede contar el nimero de células por unidad de area. La conversion de ese valor
a numero de células por mililitro de la suspensién original se hace facilmente multiplicando por un
factor de conversion que depende del volumen del tipo de cdmara. Este método es rapido para
conocer el nimero de células; sin embargo, entre sus limitaciones se tiene que no distingue
células vivas de muertas, las células pequefias son dificiles de ver en el microscopio y algunas
posiblemente se pierden en el recuento, el método no suele ser adecuado para suspensiones con

baja densidad celular.

Recuento de células viables

El método usual para realizar una determinacion de células viables se basa en contar el
namero de bacterias de la muestra que son capaces de formar colonias en un medio sélido
adecuado, la técnica se denomina recuento en placa o recuento de colonias. Por lo tanto, la
técnica de conteo en placa se basa en el principio de que cada organismo viable dara origen a
una colonia. La técnica de conteo en placa se usa rutinariamente y con resultados satisfactorios
en la estimacién de la poblacion bacteriana. Tiene la ventaja de su precisién para contar los

organismos cuando se encuentran en muy pequefias cantidades.

Existen dos maneras de realiza: extension en placa y método de vertido. En el primero, un
cierto volumen de cultivo diluido, que no suele ser superior a 0.1 ml, se extiende sobre la
superficie de una placa con medio soélido utilizando un asa estéril de extension. La placa se incuba
después hasta que aparecen las colonias y se cuenta su namero. Por lo general, la muestra
original se diluye de manera que el nimero de colonias que se desarrolla en la placa quede entre

30 a 300. Entre estas cantidades la cuenta en mas exacta, y la posibilidad de interferencia en el
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desarrollo entre un microorganismo y otro es minima. Las “cuentas” se reportan como UFC por

mililitro.

En el método del vertido en placa se pipetea un volumen conocido (01 -1.0 ml) de cultivo en
una placa Petri estéril sobre la que se le afiade el medio con agar fundido y se mezcla todo bien
con suaves movimientos de la placa sobre la superficie de la mesa antes de dejar que se
solidifique. Con este método se pueden usar volimenes de in6culo mayores; sin embargo, con
este método el organismo que se cuenta debe ser capaz de resistir la temperatura del agar
fundido (45 °C.)
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2. JUSTIFICACION

Con el fin de prevenir la entrada de la EEB, a nivel mundial se esta viendo limitada las
importaciones de rumiantes vivos y de productos bioldgicos empleados para propdsitos de
investigacion que principalmente estdn suplementados con 6rganos y secreciones de origen
bovino, tales como: suero fetal, medios de crecimiento bacteriano, ingredientes en cosmeéticos y
alimentos para mascotas, entre otros; que pueden provenir de lugares con focos de infeccion:

Gran Bretafia y otros paises de Europa Occidental.

Para proteger a los cerdos de contraer la PCP, se les inocula en las primeras semanas de
haber nacido, una Toxo — bacterina compuesta por cultivos de App que son producidos en un
medio de cultivo enriquecido llamado BHI, el cual es utilizado en la mayor parte de los
experimentos cientificos y cuenta con una infusion de cerebro - corazén bovino como ingrediente
principal; por esta Ultima razén, cabe la posibilidad que se encuentre contaminado con la isoforma

infectiva del prion.

Ante la necesidad de evitar la presencia del agente proteico, actualmente, se desarrollé un
nuevo medio de cultivo liquido, cuya materia prima proviene de paises donde no se han reportado
casos de la EEB, denominado PECE para el crecimiento de App, el cual, en este trabajo se
evaluara si permite el desarrollo éptimo de 10 serotipos (1 al 10) de esta bacteria y con esto tener

una nueva opcién para su crecimiento.
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3. HIPOTESIS

Si los serotipos 1-10 de App se llegan a desarrollar en condiciones similares al BHI en
PECE, ambos suplementados con NAD; entonces se tendra una alternativa de crecimiento y
garantizara seguridad en la fabricacion de productos biologicos, previniendo la aparicién y

diseminacion global de la EEB.
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4. OBJETIVOS

4.3 GENERAL

» Demostrar la eficacia de un medio nuevo de cultivo liquido denominado PECE, para el
crecimiento de serotipos 1 al 10 de Actinobacillus pleuropneumoniae (App), comparandolo
con el caldo BHI mediante la determinacién de curvas de crecimiento de doce horas y
cuentas viables con el fin de contar con una alternativa que permita el desarrollo de App en

un medio que evite la diseminacién de la EEB.

4.4 PARTICULARES

> Reactivar y tener en forma pura los serotipos de App identificados del 1 al 10.

» Preparar en forma adecuada los medios a probar, enriqueciéndolos con la misma cantidad
del factor V (NAD).

» Realizar curvas de crecimiento de doce horas para 10 serotipos de App, utilizando ambos

medios de cultivo.

» Determinar las UFC / ml de los diez serotipos de App. mediante una cuenta viable en

placa.
» Realizar un estudio de correlacién para conocer si los serotipos de 1 al 10 se desarrollaron

en PECE similarmente que en BHI y ademas, obtener los datos de UFC/mI que se reporten

como incontables.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 MATERIALES
5.1.1Material de laboratorio:

Asa bacterioldgica.

Barra magnética.

Cajas Petri desechables (SyM®).

Celdas para espectrofotdmetro.

Espatulas.

Filtro metalico mediano.

Frascos de vidrio estériles.

Jeringas desechables sin aguja de 10 ml (PLASTIPAK®).
Matraces Erlenmeyer (PYREX®) con taparrosca de baquelita de 250 ml.
Matraces Erlenmeyer (PYREX®) con taparrosca de baquelita de 500 ml.
Matraz aforado de 100 ml (KIMAX®).

Matraz Erlenmeyer (PYREX®) de 1000 ml.

Mecheros Bunsen y mangueras de latex.

Membranas (miIIipore®) (0.45y 0.22 um).

Micropipeta de 2 a 10 pl (Oxford®).

Micropipeta de 40 a 200 pl (Oxford®).

Micropipeta de 1000 ul (Volac Ultra).

Microplacas de 96 pozos de fondo plano (GREINER BIO — ONE®).
Palillos estériles.

Pipetas desechables de 1y 5 ml (GREINER BIO - ONE®).
Portaobjetos.

Puntas desechables para micropipetas.

Tubos capilares.

Tubos para centrifuga de 50 ml estériles (GREINER BIO - ONE®).
Vasos de precipitados (KIMAX®) de 100 y 250 ml.
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5.1.2 Material bioldgico:

Cepas ATCC de serotipos 1 al 10 de App:

Serotipo || Cepa de referencia

1 | 4074

| 4226

| 1421

| M62

| K17

| FE /710

| 47033

| 405

O|O|N[O||Ogh]w]|N

| CV /3261

[EN
o

| 13039

Tabla 11. Cepas ATCC de App utilizadas

Cepa nodriza de Staphylococcus aureus Cowan 1.

Sangre bovina desfibrinada.
5.1.3 Equipo

Congelador (American).

Refrigerador (American).

Balanza granataria (Triple beam balance 700 series).
Balanza analitica.

Parrilla con agitador (Nuova Il Stir Plate).

Autoclave (All American Modelo 1925X).

Estufa bacterioldgica (Riossa).

Microscopio 6ptico (OLYMPUS® CH2).

Estufa orbital (NEW BRUNSWICK® serie 25).
Espectrofotémetro (COMPUR M® 2000 CS).
Centrifuga con control de temperatura (DAIMON® DPR 6000).
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5.1.4 Reactivos

Reactivos de tincion de Gram (cristal violeta, lugol, alcohol —acetona y safranina).
Peroxido de Hidrégeno.

Discos para prueba de oxidasa.

Medio BHI (BD® Bioxon).

Agar — Agar (MERCK®)

Medio Agar base sangre (MERCK®).
Medio Nuevo.

Glucosa (MERCK®).

NAD (Research Organics®).

Solucion salina al 0.9 %.

Sangre bovina desfibrinada.

Agua destilada.

Formaldehido (CHEMICAL KEERNAR®).

5.2 METODOLOGIA
5.2.1 Preparaciéon de medios de cultivo
Para las diferentes etapas del experimento: reactivacion del serotipo, Prueba de satelitismo,
dependencia del factor V (NAD), curva de crecimiento y cuenta viable en placa, se prepararon
medios liquidos y sélidos.

5.2.1.1 Medios sélidos

Agar sangre:

Agar base sangre (Merck) 370 g
Sangre bovina desfibrinada 50 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Agregar a 1000 ml de agua destilada la base de agar sangre; evitando que la solucion
alcance la temperatura de ebullicion del agua, disolverlo en calor auxilidndose con una barra

magnética y una parrilla con agitador (Nuova Il Stir Plate). Esterilizar en Autoclave (All American
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Modelo 1925X) a una temperatura de 121 °C, 15 Ib. de presion por 15 minutos. Dejar que la
solucion se enfrié hasta llegar a una temperatura de 45°C para agregar la sangre bovina. Vaciar el
medio en cajas Petri desechables (SyM). Esperar que gelifigue el agar y conservar en
refrigeracion.

NOTA: Una caja Petri debe contener 20 — 25 ml de medio.

Agar BHI:

Medio BHI (BD® Bioxon) 37.0g

Agar — agar (MERCK®) 20.0g¢

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver en calor el BHI (BD® Bioxon) y agar — agar (MERCK®) en el agua destilada,
utilizando una barra magnética y una parrilla con agitador (Nuova Il Stir Plate). Esterilizar en
Autoclave (All American Modelo 1925X) a una temperatura de 121 °C, 15 Ib. de presion por 15
minutos. Vaciar el medio en cajas Petri desechables (SyM). Esperar que gelifique el agar y
conservar en refrigeracion.

NOTA: Una caja Petri debe contener 20 — 25 ml de medio.

Agar BHI / NAD

Medio BHI (BD® Bioxon) 37.0g
Agar — agar (MERCK®) 20.0 g
NAD al 0.5 % (Research Organics) 2.0mil
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver en calor el BHI (BD® Bioxon) y agar — agar (MERCK®) en el agua destilada,
utilizando una barra magnética y una parrilla con agitador (Nuova Il Stir Plate). Esterilizar en
Autoclave (All American Modelo 1925X) a una temperatura de 121 °C, 15 Ib. de presion por 15
minutos. Al enfriarse un poco el medio, agregar el NAD (Research Organics). Vaciar el medio en
cajas Petri desechables (SyM). Esperar que gelifique el agar y conservar en refrigeracion.

NOTA: Una caja Petri debe contener 20 — 25 ml de medio.
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5.2.1.2 Medios liquidos

Caldo BHI/ NAD

Medio BHI (BD® Bioxon) 37.0g
NAD al 0.5 % (Research Organics) 2.0ml
Agua destilada c.b.p. 1000

Disolver el medio en calor usando una patrrilla con agitador (Nuova Il Stir Plate) y una barra
magnética. Esterilizar en Autoclave (All American Modelo 1925X) a una temperatura de 121 °C, 15

Ib. de presién por 15 minutos. Conservar en refrigeracion.

Medio PECE

Proteosa peptona 10g
Extracto de carne. 20g
Caseina 259
Extracto de levadura. 5¢
Cloruro de sodio 50
Disodio hidroenofosfato 39
NAD (Research Organics)al0.5% 2.0 ml
Glucosa (MERCK®) al 20 % 2.5ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

Disolver los seis primeros componentes en calor con ayuda de una parrilla con agitador
(Nuova Il Stir Plate) y una barra magnética. Ajustar el pH a 7.0. Esterilizar en Autoclave (All
American Modelo 1925X) a una temperatura de 121 °C, 15 Ib. de presién por 15 minutos. Esperar
gue el medio se enfrié un poco para agregar el NAD (Research Organics) y la glucosa. Conservar

en refrigeracion.
5.3 Actinobacillus pleuropneumoniae
Los serotipos ATCC del 1 al 10 de App (vease Tabla 11) fueron proporcionados por el
laboratorio 3 de Virologia de la Unidad de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlan, los cuales se encontraban suspendidos en una sustancia crioprotectora contenida en

crioviales y sumergidos en Nitrogeno liquido para su conservacion.
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La metodologia siguiente fue realizada para cada uno de los serotipos del 1 al 10 de App.

5.3.1 Reactivacion de la cepa bacteriana

El serotipo de App proporcionado fue descongelado gradualmente, es decir, al sacarse del
Nitrogeno liquido se pasé a un congelador a una temperatura de — 10 °C/ 10 min.; posterior a eso
se metid en un refrigerador a 0 °C / 10 min. y finalmente se mantuvo a temperatura ambiente

hasta lograr un descongelamiento total.

Con ayuda de un asa bacterioldgica, previamente flameada, se tomé una muestra del
serotipo presente en el criovial y se sembro por la técnica de dilucion en tres placas de agar BHI
enriguecido con NAD, Se dejo incubar en la estufa bacterioldgica (Riossa) a 37 © C por 24 horas.

Las colonias obtenidas se utilizaron para el apartado: 5.3.2'y 5.4.

5.3.2 Identificacion

Se identifico al género bacteriano, mediante la realizacion de:
% tincion de Gram,

catalasa,

oxidasa ,

O/F

Prueba de CAMP.

Prueba de Satelitismo: con ayuda de un asa bacteriologica, previamente flameada, se

ok ok ¥k

tomé una asada de una colonia de App y se sembro en tres placas de agar sangre y tres
de agar BHI, de forma masiva hasta la mitad de la placa. A todas estas, se les pusieron
dos estrias de la cepa nodriza, Staphylococcus aureus Cowan 1, sobre el sembrado. Se
incubaron en la estufa bacterioldgica a 37 °C por un periodo de 24 hrs.

% Dependencia del factor V (NAD): Se sembr6 masivamente, utilizando una asa
bacteriologica estéril, el serotipo correspondiente de App en agar BHI y agar BHI / NAD por

triplicado para asegurarnos que la bacteria necesita NAD para desarrollarse.
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5.4 CURVA DE CRECIMIENTO

Se utilizaron dos matraces Erlenmeyer de taparrosca PYREX® de 250 ml y dos de 500 ml,
en los primeros dos se elaboraron 150 ml de caldo BHI y el resto se ocuparon para preparar 500
ml de caldo del mismo medio. Asimismo, se elaboraron las mismas cantidades de caldo PECE

(Ver preparacién de medios en el apartado 5.2.1).

Para llevar a cabo la curva de crecimiento se emple6 una estufa orbital NEW BRUNSWICK®

serie 25 y un espectrofotometro COMPUR M 2000 cs®.

De las colonias de App obtenidas en 5.2, las cuales ya estaba confirmada su identificacion,
por la técnica de dilucion y con un asa bacteriolégica redonda, previamente flameada, se
resembraron en 3 placas de agar BHI / NAD y se incubaron en una estufa bacteriol6gica a 37 °C
por 24 horas. De este crecimiento, se tom6 muestra de una colonia para igualar un tubo al 0.5 de
Mac Farland, se tomé de este 2 ml para inocular cada uno de los cuatro caldos de BHI y PECE
contenidos en matraces Erlenmeyer de 250 y 500 ml, estos se metieron a la estufa orbital que los

mantuvo en agitacién de 200 rpm y a una temperatura de 37 °C.

Transcurrida una hora de mantener los caldos en la estufa orbital, se sacaron de él y se
procedi6 a tomar con una micropipeta de 1000 ul Volac Ultra, alicuotas de 2 ml de los matraces
Erlenmeyer de 250 ml para leer la absorbancia de los medios empleando el espectrofotémetro a
una longitud de onda de 546 nm.

De los matraces de 500 ml, tanto para BHI como para PECE, se tomaron muestras de 40 ml
en tubos estériles, para observar la cantidad de biomasa obtenida cada hora. Estos tubos se
centrifugaron a 3500 rpm por 20 minutos. Se decantaron los sobrenadantes en otros tubos
estériles y se congelaron mediatamente a este paso. Las pastillas se suspendieron con Skill Milk y
en refrigeracién para su conservacion. Lo que se obtuvo en esta parte de la metodologia se

guardd para un tratamiento futuro.

Todos estos pasos se repitieron cada hora durante un periodo de 12 horas.
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5.5 CUENTA VIABLE EN PLACA

A la par de la curva de crecimiento, cada hora, de los matraces Erlenmeyer de 250 ml. se
tomaban, con una micropipeta OXFORD® con puntas de plastico estériles, alicuotas de 10 ul de
ambos medios liquidos: BHI y PECE. Ese volumen se depositaba en un pozo de una microplaca
de 96 pozos y se procedia a hacer diluciones decimales. La tabla 11 muestra las diluciones
finales, que fueron hechas con base a las absorbancias obtenidas, de las alicuotas tomadas de

cada uno de los medios de cultivo por cada hora.

\ HORAS

Serotipo 1 | 2 [ 3 [ 4 ][ 5 | 6 J[ 7 |[ 8 [ 9 ][ 10 |[ 12 J[ 12 ]
.1 Jl10° Jl10° [ 20° | 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10" || 10° |
.2 J[10° [ 10° [ 20° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10" || 10" || 10° |
.8 Jl10° Jl10° [ 100 | 10° || 10° || 10" || 10° || 10° || 10° || 10° || 10" || 10° |
.4 Jl10° Jl10° [ 100 | 100 || 10° || 100 || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° |
.5 Jl10° JJ10° [[ 100 | 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° |
.6 Jl10° J[10° [ 10" | 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° |
.7 Jl10° Jl1of [ 100 | 100 || 10° || 10" || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° |
.8 J[10° JJ10° [[ 100 | 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10" [| 10" || 10° |
.9 Jl10° Jl10° [[ 100 || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° || 10° | 10° |
| 10 ][ 10" || 10" || 10" | 10" || 10" || 10" || 10° | 10" || 10° || 10° | 10° | 107 |

Tabla 12. Dilucion final de las alicuotas tomadas de BHI y PECE, en cada hora de la curva de crecimiento para
realizar las cuentas viables en placa.

Del pozo que contenia la dilucion final, se tomaban 10 ul con la micropipeta y se depositaban
en el centro de una placa de agar BHI / NAD, esta gota se extendia por todo el agar con ayuda de
un tubo capilar en forma de gancho previamente flameado. Este paso se realizaba para ambos

medios de cultivo y por duplicado.

Las cajas de agar BHI / NAD inoculadas, se incubaron a 37 °C por 24 horas. Se contaron las
colonias de App para determinar las UFC / ml de cada hora de la curva de crecimiento tanto para

BHI como para el PECE.

La determinacién de las UFC/mI se realiz6 de la siguiente manera:
# Realizar el conteo de las colonias que aparecieron en las placas de agar BHI / NAD. Si el
namero de colonias obtenido, se encuentra entre 30 y 300, continuar con los siguientes

pasos, de lo contrario reportar como incontables.
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% De la cantidad obtenida, calcular el nimero de colonias que habra en 1 ml de muestra,

tomando en cuenta que se tomo de cada medio un volumen de 10 pl.

% EIl valor obtenido se multiplica por la dilucién final de la muestra y por dltimo ese

resultado nos indica las UFC/ml.

Las bacterias que crecieron en cada placa se recolectaron en frascos estériles, con ayuda
de un tubo capilar en forma de gancho y solucion salina estéril. Se agregd por agitacion
formaldehido al 5 % en una proporcion de 1 ml por cada 100 ml de solucién. Se realiz6 prueba de
inocuidad, sembrando una asada del contenido de estos frascos en una placa de agar BHI / NAD

por la técnica de sembrado masivo. Todo lo anterior con el fin de inactivar las cepas de App.
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6.DIAGRAMA DE TRABAJO
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7. RESULTADOS
7.1 MEDIOS DE CULTIVO BHI Y PECE

El BHI, como ya todos lo conocemos es un polvo de color amarillo paja y al ser preparado se
disuelve facilmente en el agua destilada. El caldo que se obtiene es de color amarillo claro.

El PECE, consta de seis componentes sélidos, los cuales se disuelven facilimente en agua
destilada. Se obtiene un caldo de color canela.

Figura 5. Caldos BHI y PECE.

7.2 IDENTIFICACION DE App

7.2.1 Gram

Se obtuvieron Bacilos y cocobacilos Gram (-) (0.3 x 1.5 um), presentan pleomorfismo y
pueden formar cadenas cortas.

7.2.2 Catalasa, Oxidasa, Oxidacion — Fermentacién de glucosa y motilidad.

La Tabla 11 cita que todos los serotipos de App carecen de las enzimas catalasa y oxidasa,
dado a los resultados alcanzados.
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APP I PRUEBA BIOQUIMICAS PRIMARIAS
SEROTIPOS || CATALASA | OXIDASA || O/F | MOTILIDAD

1 | - | - | NT | -
| - | - I NT I -
| - | - | NT | -
| - | - | NT | -
| - | - I NT I -
| - | - | NT | -
| - | - | NT | -
| - | - I NT I -
| - | - | NT | -
| - | - | NT | -

OO |N||O|O|~[W|N

=
o

Tabla 13. Resultados de los serotipos 1 — 10 a las pruebas de catalasa, oxidasa, O/F y motilidad.

7.2.3 Pruebade CAMP

Los serotipos de 1 a 10 de App utilizados dan el fenémeno de CAMP positivo, se observa la
clasica punta de flecha en el agar sangre, que es ocasionada por la hemolisis provocada por la
accion sinérgica de la beta — hemolisina de la cepa nodriza de Staphylococcus aureus y la

cohemolisina producida por App. Ver Fig. 6

Figura 6. Prueba positiva del fendmeno de CAMP de App.
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7.2.4 Satelitismo

La importancia de realizar la prueba de Satelitismo fue determinar la dependencia de este
género bacteriano por uno de los dos factores: X o V. En este caso, App requiere del Factor V
(NAD); por lo cual, es necesario que esté presente en el medio en donde se inocule App, ya que
actlla como coenzima participando en las reacciones de 6xido — reduccién de su metabolismo y

sin esté la bacteria no se desarrollaria.

En este estudio se hizo evidente lo anteriormente dicho, ya que observamos que App
necesita netamente para su crecimiento en medios, que estén enriquecidos con NAD, que sea
incorporado sintéticamente como en el caso del BHI/NAD (1 mg/ml),en donde es evidente que en

un ambiente enriquecido App da buenos rendimientos.

O bien cuando se es proporcionado por el metabolismo de Staphylococcus aureus, bien sea
en agar BHI en el cual App limita su desarrollo siendo dependiente especificamente de la
produccién del factor solo por la cepa nodriza; o si esto se ve suplementado con el lisado de los
glébulos rojos presentes en el Agar Sangre, viéndose liberado ambos agentes y asi se ve

beneficiada la cepa trabajada por dos lados.

Todos los serotipos trabajados muestran una dependencia por el factor V (NAD). Esto se
observa en placas de agar sangre y BHI representadas en la Fig. 7 y 8, donde se empled la cepa
nodriza de Staphylococcus aureus Cowan |, el cual sintetiza el mencionado.

NOTA: se muestra el resultado solo de los serotipos 8 y 9, debido al exceso de informacion que

abarcaria al mostrar al resto de los serotipos.

Figura 7. Resultado de la Prueba de Satelitismo del S — 8 en placas de agar sangre y agar BHI.
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Figura 8. Resultado de Ja Prueba de Satelitismo en placas de agar sangre y agar BHI del S -9.

Ademas, se observo la dependencia del factor V en placas de agar BHI suplementado con 1
pHg / ml de NAD (Fig. 9) Todos los serotipos de App crecieron en este medio, mientras que en

agar BHI libre de NAD, no lograron desarrollarse.

Figura 9. Resultados del requerimiento del factor V en placas de agar BHI / NAD de los S-8 y S-9.

7.3 CURVA DE CRECIMIENTO

Se exhiben los comportamientos de crecimiento de los serotipo 1-10 de App al crecerlos en

los nutrientes que proporcionan los caldos de BHI y PECE. Dicha interpretacion se representa en

las graficas siguientes que expresan las curvas de crecimiento de doce horas cada una.
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7.3.1 Crecimiento del S-1 de App en medio BHIy PECE.

En el Grafico 1 se muestra el comportamiento del S-1, por un lapso de 12 hrs. en los medios
a probar. Aqui se observa que este serotipo tiene mejor dindmica en general en BHI, que en
PECE.

CURVA DE CRECIMIENTO DEL S-1 DE App EN MEDIO
BHIY PECE

0,9 9
\V/r\r =N
0,8 4

0,7 4

0,6 4 —e—BHI

Abs.

0,5 9
PECE

0,4 4
0,3 1
0,2 4

0,14

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tiempo (horas)I
\\

Grafica 1. Tendencia positiva que muestra el S-1 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,
como en PECE.

Si bien en lo que respecta a la fase lag o de latencia del crecimiento de este serotipo, la
predisposicion que se sefiala es casi similar en ambos medios; pero desde inicio aunque minimo,
es superior el BHI esto dentro de las primeras cuatro horas, con una absorbancia de 0.066;
mientras que esta primera fase PECE la lleva en un periodo de cinco horas, con absorbancia de
0.034.

La fase exponencial se cumple en un lapso de tres horas en el BHI, con amplias diferencias
entre cada una de las absorbancias (0.327, 0.637, 0.804), que nos refiere un desarrollo excelente
del serotipo; caso que se ve restringido con una produccion limitada y en un tiempo mayor de

cinco horas en PECE; con absorbancias que van de 0.034 a 0.842 (vease en apéndice tablas.)

En el caso de la fase estacionaria en el BHI mantiene un lapso de poca variacién, desde la
séptima hora a la doceava, con absorbancias desde 0.804 a 0.896 y con respecto a PECE este
periodo parte de la novena hora, con absorbancias de 0.842 a 0.906 en la doce; que nos indica la
posibilidad si una o dos horas mas de amplitud de trabajo pueda estabilizar dicha fase y el margen

entre absorbancias sea el minimo.
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7.3.2 Crecimiento del S-2 de App en medio BHI y PECE.

En el Gréfico 2 se muestra el comportamiento del S-2 de App por un periodo de 12 horas,
observdndose una tendencia muy superior en el medio BHI; mientras PECE muestra un

crecimiento limitado, casi de la mitad, comparando con lo manifestado en el S-1.

e ™
CURVA DE CRECIMIENTO DEL S-2 DE App EN MEDIO
BHIY PECE
1,1«
1,01
0,9 <
0,8 <
o B —e—BHI
§ 01 PECE|
0,5 <
0,4 4
0,3 4
0,2 <
0,1 <
O e A A A . . . —
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
‘ Tiempo (horas)I
\

Gréfica 2. Tendencia positiva que muestra el S-2 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,
como en PECE.

La fase de latencia en este caso fue de cinco horas en ambos medios, pero BHI inicio por
encima de PECE, ya en la segunda y tercera presento absorbancias de 0.016 y 0.022, que son
inferiores a las de PECE 0.025 y 0.034. De aqui las dos horas subsecuentes el BHI retomo

camino y marco una diferencia hasta el final.

La fase exponencial para el BHI en el Grafico 2 muestra dos tendencias positivas que no
permiten determinar una fase estacionaria, dado que, a partir de la hora cinco a la doce mostraron
crecimiento y no se observo una etapa de mantenimiento. A partir de la hora cinco a la nueve con
absorbancias de 0.083 a 0.787 se define la primera tendencia y la segunda se marca a partir de
hora diez a la doce con absorbancias de 0.824 a 1.058. Con un lapso pequefio de

estacionamiento entre la nueve y diez (0.787-0.824) que es importante de resaltar.

Esta fase en PECE de igual forma indica dos tendencias que marchan en tiempo, al par a
BHI. La primera se ve reflejada de la hora cinco a la nueve con absorbancias de 0.040 a 0.23, que

para esa hora en BHI el valor de absorbancia era de mas del triple. La segunda se inicia a partir
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de la hora diez a la doce con absorbancias de 0.231 a 0.44, que esta ultima a comparacién con
BHI; la diferencia es mas del doble. Y la etapa que no tuvo variacion fue entre la hora nueve o

diez, con una discrepancia de 0.001.

7.3.3 Crecimiento del S-3 de App en medio BHIy PECE.

En el Gréafico 3 se ostenta el proceso de crecimiento del S-3 de App durante doce horas, en
donde en BHI es mejor durante nueve horas, de aqui al final el presento mejor produccion del

serotipo.
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Grafica 3. Tendencia positiva que muestra el S-3 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,
como en PECE.

En la fase lag se denota el desarrollo paralelo y casi horizontal del S-3, dentro de las

primeras cinco horas en ambos medios; pero siendo esta mejor en BHI que en PECE.

En la fase exponencial se muestra un rendimiento mas idéneo en BHI, que se produce en un
lapso de cuatro horas con absorbancia inicial de 0.141 llevando al serotipo al cambio de fase en la
hora nueve con una absorbancia de 0.72. En el caso de PECE se observa un rezago del
desarrollo, de la hora cinco a la ocho con absorbancias de 0.087 a 0.484; que para el siguiente
tiempo fue superior aunque no significativamente al BHI con una absorbancia de 0.729.

En la fase estacionaria se exhibe lo que no se habia manifestado en los dos serotipos

anteriores y esto es que PECE fue y término por encima del BHI, aunque no con valores
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representativos pero si con un mejor progreso de S-3 a lo largo de las dltimas tres horas. Ver

apartado de tablas en el apéndice.

7.3.4 Crecimiento del S-4 de App en medio BHIy PECE.

El Grafico 4 presenta el crecimiento del S-4 de App en un tiempo de 12 horas. En donde
hasta la octava hora el que mostr6 mejor rendimiento fue el BHI pero después de este PECE

expresoé gran productividad.

La fase de latencia nos indica una superioridad de casi el doble en BHI con absorbancias
que fueron desde 0.124 a 0.143 en un ciclo de cinco horas, las cuales se muestra casi una
linealidad. Contrastando con PECE, que tuvo un inicio poco favorable para el desarrollo del S-4,
con absorbancias que van de 0.035 a 0.085.

Para el caso de la fase exponencial, la diferencia de crecimiento es de una hora, en BHI se
prueba en tres horas, que van de la hora cinco a la ocho con absorbancias de 0.143 a 0.814;
siendo importante el periodo de la quinta a la séptima que es donde se dispara el desarrollo
bacteriano en los matraces. En el caso de PECE, la tendencia es en cuatro horas, con
absorbancias de 0.085 a 0.899, que demuestra un desempefio adecuado pero siendo mejor en el

otro medio. (Ver Tabla en el apéndice)
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Grafico 4. Tendencia positiva que muestra el S-4 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,
como en PECE.
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Finalmente en la fase estacionaria término con comportamiento superior PECE, que da
pauta a citar un crecimiento bajo en las primeras cinco horas, pero después a esto se dispara el

desarrollo, concluyendo de forma superior, con diferencia de 0.021 en absorbancia con el BHI.

7.3.5 Crecimiento del S-5a de App en medio BHIy PECE.

En el Grafico 5 se indica la tendencia de crecimiento del S-5a en medio BHI y PECE
durante doce horas, siendo este Ultimo el que permite un mejor rendimiento entre cada una de las

tres fases.

En la primera fase, durante las dos horas iniciales el BHI tiene mejor desempefio, dado que
sus absorbancias doblan a las del otro medio; posterior a estas la hora tres y cuatro en ambos
guardan una relacion estrecha. En las siguientes horas y hasta el final PECE dio mejores

condiciones y rendimiento para el S-5a.

La fase exponencial se desempefia entre cuatro a cinco horas para BHI y PECE respectivamente,
pero PECE abarcé su ciclo desde la hora cuatro hasta la nueve con un rango de absorbancia de
0.0332 a 0.721; siendo del doble la produccién del serotipo en las tres primeras horas de esta
fase. Asi en BHI la etapa corrié de la hora cinco a la nueve con valores de 0.043 a 0.535, este
ultimo guardando una diferencia significativa de 0.186 que se puede observar en la Tabla 18 del

apéndice.

La ultima etapa se desempefio en ambos medios en un tiempo similar de tres horas,
guardando una diferencia de 0.186 a 0.188; que permite determinar que a lo largo de toda la curva
de crecimiento este serotipo y el S-7, que mas adelante se interpretara su resultado, tengan mejor

rendimiento en PECE que en BHI.
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Grafica 5. Tendencia positiva que muestra el S-5a durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,

como en PECE.

7.3.6 Crecimiento del S-6 de App en medio BHIy PECE.

El S-6 se desarrolla adecuadamente en ambos medios, esto se demuestra en la Grafica 6,

ya que ambas curvas tienen una tendencia positiva y demuestran las distintas etapas de

crecimiento del serotipo.
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Grafica 6. Tendencia positiva que muestra el S-6 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,

como en PECE.
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Inicialmente, hay que resaltar que la primera fase de la curva de crecimiento (de latencia) se
lleva a cabo en tres horas para el BHI y cinco horas para PECE. La comparacion de los datos de
las absorbancias de ambos medios, en los primeros ciento ochenta minutos varian muy poco;
estos valores a pesar del bajo rango de diferencia son mayores para PECE (Ver Tabla en

apéndice).

Al comenzar la fase exponencial, lo anteriormente mencionado se modifica en la hora cuatro,
lograndose una absorbancia mayor para BHI (0.104) que para PECE (0.02), es decir ahora los
valores en este tiempo son mas altos para la curva de BHI. Esta afirmacion se mantiene hasta la
hora ocho (ambos medios sustentaban aun la fase exponencial de crecimiento del S-6) ya que es
en este momento cuando el desarrollo bacteriano se ve mas favorecido en PECE y como
consecuencia de esto, el dato de absorbancia que es de 0.785, supera por una diferencia minima
al de BHI. Desde este momento y hasta el final del ensayo, los valores de absorbancia de PECE
superaron a los de BHI. Ademas, cabe citar que la fase exponencial del S-6 en BHI inici6 antes
gue en PECE, abarcando de la hora tres a la ocho de la curva de crecimiento; mientras, que para

el PECE comprendi6 de la cinco a la nueve.

La fase estacionaria comenz6 en la misma hora para ambos medios, recordamos que las
absorbancias en este punto de la curva son superiores para PECE, manifestandose una diferencia

de mas de 0.1, la cual se hace muy notoria dentro del Grafico 6.
7.3.7 Crecimiento del S-7 de App en medio BHIy PECE.
En la Grafica 7 se presenta mediante una curva de crecimiento el desarrollo del S-7 durante
doce horas en PECE y BHI. El comportamiento de este serotipo fue muy distinto a los otros ya que

en esta ocasion, en el caso del BHI no se aprecian las tres fases de la curva, Unicamente se

observa la fase de latenciay exponencial.
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Grafica 7. Tendencia positiva que muestra el S-7 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,
como en PECE.

Tanto para el BHI como para PECE, la fase de latencia dura cinco horas, la diferencia de
absorbancias se muestra en el apéndice de tablas. Las cuales si se comparan, no varian mucho,

se observan valores que se encuentran entre 0.003 a 0.039.

Por otro lado, la fase exponencial, en el caso del BHI, las absorbancias expresadas, indican
gue esta etapa comienza en la hora seis; posteriormente, los valores obtenidos van aumentando,
el incremento mas notorio se ve desde la hora ocho con un dato de 0.216. Mientras, que para
PECE, el periodo exponencial abarca cinco horas que van de la seis a la once, los valores de

absorbancias para este medio se mantienen de 0.043 a 0.835.

La etapa estacionaria s6lo se presenta en PECE; aunque, esta informacién no se podria
asegurar pues solo esta sustentado por un lapso de dos horas, en las que se obtuvieron
absorbancias de 0.835 y 0.844 para la hora once y doce, respectivamente.

Finalmente, se tiene que hacer destacar que aunque el BHI mantenia en aumento sus

absorbancias conforme pasaban las horas, estos valores, no superaron a los de PECE desde la

hora seis.
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7.3.8 Crecimiento del S-8 de App en medio BHI y PECE.

La Gréafica 8 manifiesta que el S-8 posee una tendencia de crecimiento similar en ambos
medios, la cual, es positiva y se distinguen claramente sus tres fases. En cuanto a la fase de
latencia, se hace notar que se llevd a cabo en cuatro horas, tanto para PECE como para el caldo
BHI; pero se refleja que las absorbancias obtenidas durante este periodo son totalmente distintas,

conservandose valores un poco mas altos para BHI desde la hora uno.
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Grafica 8. Tendencia positiva que muestra el S-8 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,
como en PECE.
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El BHI proporciona las condiciones para que la etapa exponencial se desarrolle en un
tiempo de tan solo cuatro horas; mientras que en PECE se efectla en seis, es decir, esta fase de
la curva dura dos horas mas en comparaciéon con el BHI. Las absorbancias, que reflejan la
proliferacion del S-8, en esta fase siguen manteniéndose altas para BHI, haciéndose esto mas
notorio en la hora seis con un valor de 0.426 contra 0.137 de PECE. Pero, igual que en la fase

logaritmica, el crecimiento del S-8 es constante en ambos medios de cultivo.
La dltima etapa de la curva de crecimiento, en el caso de BHI, empieza en la hora ocho;

mientras que en PECE comenz6 a partir de la diez. Las absorbancias en esta fase ya son

constantes con un valor para el BHI de 0.8246 y 0.756 para PECE. Nuevamente, el BHI conserva
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las cantidades de absorbancia mas altos, aunque la diferencia entre estos valores no es muy

elevada.

En general, en el desarrollo de esta curva las absorbancias obtenidas, en todo momento,
fueron mayores para el BHI. La fase logaritmica duro el mismo tiempo para ambos medios (cuatro
horas). El tiempo de la fase exponencial fue mayor para PECE que para BHI por una diferencia de

dos horas y por lo tanto la fase estacionaria inicié después.
7.3.9 Crecimiento del S-9 de App en medio BHIy PECE.
En el Gréafico 9 se muestra el comportamiento del S-9 en BHI y PECE en un tiempo de 12

horas. Se observa que la tendencia de ambas curvas es positiva y los valores de absorbancia

aumentan cada hora.
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Grafica 9. Tendencia positiva que muestra el S-9 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,
como en PECE.

Las fases de crecimiento se manifiestan claramente, el tiempo que tardan en desarrollarse
son semejantes para los dos medios, es decir, duran lo mismo: La fase de latencia se mantuvo 5

horas, la exponencial cuatro y la estacionaria tres.
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La unica diferencia de lo anterior, como en el resto de las gréficas, son las absorbancias
obtenidas, el BHI alcanzd los valores mas altos hasta la hora ocho, el contraste mas marcado de

esto, se muestra en la hora seis donde se alcanz6 0.656 del BHI contra 0.104 de PECE.

Pasando la hora diez, la informaciéon de las absorbancias logradas, apuntan que son
mayores para PECE, pero la diferencia de estos valores es minima. Ademas, se encontrara que
las absorbancias oscilan entre 0.841 y 0.885 y que esto se lleva a cabo dentro de la fase

estacionaria.

7.3.10 Crecimiento del S-10 de App en medio BHI y PECE.

En la Gréafica 10 se representa la conducta de desarrollo que tuvo el S-10 en los medios de
cultivo a probar de este trabajo, se observa una adaptacién de la bacteria ya que manifiesta los

tres periodos de crecimiento.
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Grafica 10. Tendencia positiva que muestra el S-10 durante 12 horas de crecimiento, tanto en medio BHI,
como en PECE.

Los puntos que se muestran en la grafica manifiestan que la tendencia de las curvas para
ambos medios es positiva y ademas semejante, sobretodo en la fases: lag y estacionaria; ya que

en ellas, no solo coincide solo la tendencia sino que también el valor de las absorbancias.
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Tomando en cuenta los datos obtenidos, la curva de crecimiento del BHI, en la fase
logaritmica abarc6 hasta la hora seis y para PECE hasta la siete. La diferencia de los valores
resultantes en esta etapa es minima; por ejemplo, en la hora tres fue de 0.016 para ambos medios

de cultivo.

La duracion de la fase exponencial del crecimiento del S-10 fue la misma para ambos
medios, tres horas, pero las absorbancias marcan una diferencia. Durante este periodo, los

valores para BHI son mas altos que para PECE, esto se puede ejemplificar con la hora siete.

Por dltimo, comparando PECE y el BHI en la fase estacionaria, se observa que los
resultados obtenidos, en la Gréafica 10, son casi idénticos en la disposiciéon de la curva y en las
absorbancias. El tiempo de duracion de esta etapa difiere por una hora, para el BHI dura tres y
dos en PECE.

7.4 CUENTA VIABLE EN PLACA

Como complemento a la curva de crecimiento, se evallo mediante una cuenta viable en
placa si los serotipos de App son capaces de desarrollar colonias en agar BHI / NAD durante el
periodo de doce horas. Haciendo hincapié que las diluciones empleadas fueron cambiando de

acuerdo al comportamiento de las absorbancias.

7.4.1 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 1 en BHI y PECE.

Al observar los puntos del Grafico 11, las UFC / ml del S -1, fueron contables en PECE vy
en BHI en un periodo de nueve horas que comprendid la cinética. En BHI son mayores que para
PECE desde la primera hora, manteniéndose asi hasta la novena, a partir de este tiempo las
UFC/ml de PECE, alcanzaron a las de BHI manteniendo una tendencia paralela; con una

diferencia de 1450 UFC/ml entre ambos medios (Ver Tabla 24 en el apéndice.)

61



RESULTADOS

CUENTA VIABLE EN PLACA DEL S-1 DE App EN MEDIO
BHIY PECE
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Grafica 11. UFC/ ml del S-1, del caldo BHI 'y PECE, durante un periodo de doce horas.

En las ultimas tres horas en PECE y BHI, las placas presentaron un crecimiento masivo, el

cual limito su conteo y en el Gréfico 11 se denota como los puntos mas altos, estos con un valor
de referencia de 1, 000,000 UFC/ml.

7.4.2 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 2 en BHI y PECE.

En este serotipo se guarda una relacibn muy estrecha a lo sucedido en el gréafico de la curva

de crecimiento. En BHI se muestra un mejor desarrollo y formacion de UFC/ml. Con excepcion de

la hora dos y tres, en donde PECE tuvo su mejor desarrollo. Posterior a estas horas en BHI se

mostré un aumento en la formacién de colonias del periodo de la segunda a la décima hora, en

donde paso de las 253,000 a las 910,000 UFC/ml, en este lapso de tiempo como se observa en el

Gréfico 12. Para las dos Ultimas horas las placas mostraba un crecimiento colonial incontable, el

cual se representa con un valor de 1, 000,000 UFC/ml. (Ver Tabla. 25 en el apéndice.)
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4 )
CUENTA VIABLE EN PLACA DEL S-2 DE App EN MEDIO
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Grafica 12. UFC/ ml del S-2, del caldo BHI 'y PECE, durante un periodo de doce horas.

Para el caso de PECE mantuvo una produccién mas conservadora en donde después del
parametro citado en el parrafo anterior la obtencion de UFC/ml, tuvo variacion de 10,000 a
100,000 unidades lo que conllevo a que el valor mas alto reportado sea de 758,000 UFC/ml; que
en comparacion con lo sucedido en BHI esta cantidad se acerca aproximadamente a la que dio en
la hora siete.

7.4.3 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 3 en BHI y PECE.

En el Gréafico 13 se representa las UFC / ml del S — 3, el cual muestra que este se adapta
de buena forma en ambos medios, pero el desarrollo en placas de agar BHI / NAD el nimero de

colonias que logra formar es mayor cuando la bacteria crece en el caldo BHI.

Guarda una relacion paralela en lo que respectan las cinco primeras horas en PECE y BHI,
con UFC/ml que van de las 28,500 — 117,000 y 123,000 - 152,500, valores menores y mayores de
cada medio respectivamente durante este periodo; haciendo evidente una produccion paulatina en

este lapso de tiempo (Ver Tabla. 26 en el apéndice.)

Las siguientes tres horas la formacion de colonias en placa fue de mejor modo de las

procedian del caldo BHI, mientras que las de PECE se rezagaron un poco; pero ya para la novena
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hora las UFC/mI de este Ultimo, retomaron la misma tendencia de las de BHI. Finalmente para
las tres Ultimas horas fueron incontables en ambos casos con un valor de 900, 000 UFC/ml, tal y

como se observa en el Grafico 13.

CUENTA VIABLE EN PLACA DEL S-3 DE App EN MEDIO
BHIY PECE
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Gréfica 13. UFC/ ml del S-3, del caldo BHIy PECE, durante un periodo de doce horas.

7.4.4 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 4 en BHI y PECE.

Caso parecido al del serotipo anterior pasa con el S-4. En donde se tiene un crecimiento
reservado durante las cinco horas iniciales en las cuales BHI brinda mejores condiciones de
crecimiento; este medio durante el periodo indicado denota una linealidad que se hace evidente
en el Gréfico 14, en donde las UFC/ml van desde las 420,500 a las 438,500. Mientras que para
PECE son menores sus valores pero van en ascenso, teniendo como valor en hora cinco de
385,600 y asi tener una diferencia de aproximadamente de 50, 000 UFC/ml en este tiempo para

ambos medios.

Para las siguientes horas seis y siete el BHI sigue siendo mejor que PECE, pero este ultimo
acercandose y conservando los dos la tendencia positiva de desarrollo. Ya para la hora ocho

PECE sobrepasa a BHI y asi sucede hasta la hora nueve.

64



RESULTADOS

El BHI y PECE tiene valores cuantificables hasta la hora nueve, porque después son

incontables en las tres Gltimas horas con un valor de referencia de 1, 000, 000 UFC/ml.

\

I UFC/ml
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Grafica 14. UFC/ ml del S-4, del caldo BHI 'y PECE, durante un periodo de doce horas.

7.4.5 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 5a en BHI y PECE.

Al observar los puntos del Gréafico 15, las UFC/ml del S -1, fueron contables en PECE y BHI

hasta la décima hora que comprendié la cinética de crecimiento.
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CUENTA VIABLE EN PLACA DEL S-5a DE App EN MEDIO
BHIY PECE
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Grafica 15. UFC/ ml del S-5a, del caldo BHI y PECE, durante un periodo de doce horas.

El S-5a se ve mas favorecido en caldo BHI que en PECE, en las primeras tres horas
logrando formar un numero mayor de UFC/ml; estos datos aumentaron progresivamente hasta
llegar a un valor de 645, 100 UFC/ml en la hora doce. Aqui hay que observar que para BHI cubre
un lapso de poca variacion en formacidn de colonias desde la primera hasta la sexta hora con un
rango que fue desde 115, 000 a las 168, 500 UFC/mI (Ver Tabla. 28 en el apéndice.) Mientras
gue a partir de esta hora a la ocho es donde se da el mayor desarrollo; después de este tiempo

guarda un pequefo lapso de linealidad de la octava a la décima como se denota en el Grafico 15

Para el caso de PECE su mejor desempefio fue de la hora cinco hasta la ocho; en donde la
formacién de colonias fue en aumento permitiendo ver que este medio le brinda mejor ambiente a
la bacteria que BHI, que al igual que este se observa un periodo de rezago entre la octava y
décima hora. Ya para la hora once en ambos casos las UFC/ml se hicieron incontables con un
valor de referencia de 900,000 UFC/ml.
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7.4.6 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 6 en BHI y PECE.

Las UFC/ml que formoé el S-6 se muestran en el Grafico 16, las cuales en las tres primeras
horas, los valores méas altos fueron para PECE. En el inicio de la hora cuatro y hasta la siete lo
anterior se invierte y los datos de UFC/ml formadas son mayores para el BHI. A partir de la hora
nueve, en el caso de BHI, se tiene que los valores aumentan en estas Ultimas tres horas de
experimentaciéon y fue posible determinarlos; para PECE y BHI en las cuatro dltimas horas del

ensayo las UFC/ml fueron incontables.
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Gréfica 16. UFC/ ml del S-6, del caldo BHI y PECE, durante un periodo de doce horas.

7.4.7 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 7 en BHI y PECE.

En el Grafico 17 se muestran las UFC/ml formadas por el S-7, las cuales, al igual que el
serotipo anterior, en las cuatro primeras horas los valores obtenidos fueron mayores para PECE
que para BHI. En la hora cinco, las UFC/ml son similares para ambos medios, pero se muestra
gque de la seis hasta la diez los datos obtenidos son menores para BHI. En las siguientes horas los
valores se reportan como incontables para ambos casos, con ayuda del estudio de correlacion fue

posible determinarlos.
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Grafico 17. UFC/ ml del S-7, del caldo BHI y PECE, durante un periodo de doce horas.

7.4.8 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 8 en BHI y PECE.

El Gréfico 18 sefala que las UFC/ml del S-8 en los medios trabajados, son mayores en las

nueve horas en BHI que en PECE. La diferencia que muestran estos valores son muy amplias y

nos indica que el S-8 se adecua satisfactoriamente en BHI para desarrollarse que en PECE. Sin

embargo, aunque en las siguientes horas las UFC/ml fueron reportadas como incontables, se

obtuvieron mediante una correlacion.

7.4.9 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 9 en BHI y PECE.

La cuenta viable en placa para el S-9 se expresa en el Gréafico 19, en el cual, las UFC/ml

pudieron ser determinadas hasta la hora nueve. Hasta la hora ocho los datos de UFC/ml se

reportaron mas altos para el BHI que para PECE. Sin embargo, en la hora nueve practicamente se

obtuvieron el mismo valor.

Las horas siguientes y con ayuda del estudio de correlacién, se demuestran con los datos

calculados que en este tiempo el caldo PECE supera a BHI.
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Grafica 18. UFC/ ml del S-8, del caldo BHI 'y PECE, durante un periodo de doce horas.
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Gréfica 19. UFC/ ml del S-9, del caldo BHI y PECE, durante un periodo de doce horas.
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7.4.10 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del S- 10 en BHI y PECE.

El comportamiento de este serotipo para formar UFC/ml se representa en el Gréafico 20, se
observa que en las dos primeras horas, los valores obtenidos son mas altos para el BHI que para
PECE; pero en las siguientes cuatro, lo anterior cambia, siendo ahora los datos superiores para
PECE. En las horas siete, ocho y nueve, para BHI y PECE, aun fue posible determinar las
UFC/ml, cuyos datos numéricos reflejan que son mas altos para el caldo BHI durante este periodo.
Continuando con la hora diez, las UFC/ml fueron reportadas como incontables para ambos; sin
embargo fueron calculadas con el estudio de correlacién; en donde se observa que en estas
ultimas horas de experimentacion el S-10 forma un mayor nimero de colonias si se desarrolla en
PECE.
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Grafica 20. UFC/ ml del S-10, del caldo BHI y PECE, durante un periodo de doce horas.
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7.5 ESTUDIO DE CORRELACION

7.5.1 Relacién absorbancias y cuenta viable del S-1

El Grafico 21 muestra la relacién existente entre dos variables importantes en este trabajo,
como lo es, las absorbancias y las UFC/ml; en donde se pretende determinar la correlacién
existente entre los valores de estos parametros. Como se puede observar existen cuatro lineas
dos de ellas (la naranja y verde) son para ver el comportamiento de cada uno de los medios; las
otras dos lineas (rosa y negra) son de tendencia o regresién lineal, la cual tuvieron que seguir

para determinar la mejor concordancia de los datos empleados.
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Grafica 21. Relacion entre Absorbancias y UFC/ml del desarrollo del S-1 en medio BHI'y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.

Mostrandose en el caso del S-1 una excelente correlacion en los dos medios, que para el
caso de BHI tuvo un valor de r: 0.9969 y de r*: 0.9939; mientras que para PECE tiene un valor de
r: 0.9988 y de r*: 0.9976. Al extrapolar las absorbancias que tuvieron valores de UFC/ml

incontables, arrojaron los siguientes resultados:
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BHI PECE
Abs. UFC/ml Abs. UFC/ml
0,845 915,429 0,848 905,528
0,881 949,720 0,874 930,213
0,896 964,008 0,906 960,594

7.5.2 Relacion absorbancias y cuenta viable del S-2

El comportamiento de este serotipo refleja en la correlacion obtenida la falta de relacion
entre los datos expuestos, tal como puede observarse en el Grafico 22. Con un valor de r: 0.9322
y de r%: 0.8688 en el caso de BHI; para PECE los valores de r: 0.8928 y r*: 0.7973. En el caso de
las UFC/ml incontables que solo fueron para BHI se expresan los valores desconocidos en la

siguiente tabla:

BHI
Abs. UFC/ml
0,96 1,086,216
0,97 1,094,404
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Grafica 22. Relacion entre Absorbancias y UFC/ml del desarrollo del S-2 en medio BHI 'y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.
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7.5.3 Relacién absorbancias y cuenta viable del S-3

En este caso el comportamiento del serotipo fue el mas idéneo, dado a los valores obtenidos
de correlacion, la cual fue excelente, tal como se observa en el Grafico 23, en donde las lineas de
tendencia se empalman y es dificil distinguir entre una y otra. Con la extrapolacion de los datos
graficados de los dos medios, los valores de las UFC/ml incontables reflejan los siguientes

valores:

BHI PECE
Abs. UFC/ml Abs. UFC/ml
0,732 638,802 0,749 650,142
0,741 646,191 0,784 678,719
0,75 653,581 0,786 680,352
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Grafica 23. Relacion entre Absorbancias y UFC/mI del desarrollo del S-3 en medio BHIy PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.
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7.5.4 Relacion absorbancias y cuenta viable del S-4

En el Grafico 24 se muestra la buena correlacion de los medios trabajados, siendo para BHI
mejor esta con valores de r: 0.9869 y r%: 0.9740, denotandose que en los datos aproximadamente
de 0.5 y 0.8 de absorbancia son los puntos donde se pierde un poco la linealidad. Para PECE se

obtuvieron resultados de r: 0.9667 y r*: 0.9345, teniendo su problema en el lapso de 0.1 a 0.6.

En lo que respecta a placas que fueron incontables mediante el grafico de correlacion se
pudo obtener un valor numérico posible el cual respaldo a las tres Ultimas absorbancias que cada

medio y se ejemplifican a continuacion:

BHI PECE
Abs. UFC/ml Abs. UFC/ml
0,856 812,601 0,905 878,869
0,869 819,392 0,91 882,316
0,895 832,973 0,916 886,452
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Grafica 24. Relacion entre Absorbancias y UFC/mI del desarrollo del S-4 en medio BHI 'y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.
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7.5.5 Relacion absorbancias y cuenta viable del S-5a.

r
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Grafica 25. Relacion entre Absorbancias y UFC/mI del desarrollo del S-5a en medio BHI y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.

En el caso del Grafico 25 la correlacion mostrada es excelente, siendo mejor para el medio

BHI que para PECE, obteniéndose los siguientes datos: r: 0.9950 y r*: 0.9900, para el primer caso

y r: 0.9923 y r%: 0.9846 para el segundo medio. Con respecto a los valores incontables de las dos

Gltimas horas, mediante la extrapolacion se lograron determinar y la resultante es el siguiente:

BHI
Abs. UFC/ml Abs.
0,573 682,558 0,729
0,578 687,608 0,766
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7.5.6 Relacion absorbancias y cuenta viable del S-6

En el estudio de correlacién se determinaron los datos de UFC/ml incontables y se muestran
en la tabla siguiente. Los valores obtenidos a estas horas de la curva de crecimiento son menores

para BHI que para PECE.

BHI PECE
Abs. UFC/ml Abs. UFC/ml
0,802 775,955 0,911 871,750
0,812 784,195 0,931 888,226
0,826 795,730 0,944 898,935
0,84 807,266 0,96 912,116

Ademads, este estudio nos demuestra que el S-6 se desarrolla en ambos medios de forma
similar que en BHI (Gréafico 26). Las r obtenidas fueron: para BHI r = 0.9989 y r’= 0.9979 y para
PECE: r=0.9965y r* = 0.993.

( )

RELACION ENTRE ABSORBANCIAS Y UFC/ml DE LA CURVA DE
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Gréfica 26. Relacion entre Absorbancias y UFC/mI del desarrollo del S-6 en medio BHI 'y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.
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7.5.7 Relacion absorbancias y cuenta viable del S-7

La relacion del comportamiento del S-7 en ambos medios de cultivo se refleja en el Grafico
27, se observa que no tuvieron la tendencia lineal esperada, pero PECE fue el que mas se acercé
con un valor de r = 0.9704 y r? = 0.9417; mientras que para BHI r = 0.9661 y r? = 0.9333. Con el
empleo de la linea de tendencia o regresion se determinaron los valores incontables de la hora

once y doce que se mostraba en el grafico de cuenta viable para este serotipo y a continuacion se

citan:
BHI PECE
Abs. UFC/mlI Abs. UFC/mlI
0,66 939,059 0,835 984,785
0,761 1,069,846 0,844 994,381
4 )
RELACION ENTRE ABSORBANCIAS Y UFC/ml DE LA CURVA DE
CRECIMIENTO DEL S-7 DE App EN EL MEDIO BHI'Y PECE
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Grafico 27. Relaciéon entre Absorbancias y UFC/ml del desarrollo del S-7 en medio BHI y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.

77



RESULTADOS

7.5.8 Relacién absorbancias y cuenta viable del S-8

En el Grafico 28 se demuestra que el S-8 tiene un desarrollo adecuado en ambos medios de
cultivo. EI comportamiento que manifiesta la linea que representa a BHI es casi lineal con una r =
0.9951 y r? = 0,9902; mientras que para PECE esto disminuye obteniéndose como r = 0,9834 y r’=

0,9670. Los valores incontables de placa con el estudio anterior arrojo los siguientes resultados.

BHI PECE
Abs. UFC/ml Abs. UFC/ml
0,834 909,394 0,732 794,724
0,843 918,448 0,76 822,497
0,844 919,454 0,76 822,497

RELACION ENTRE ABSORBANCIAS Y UFC/mI DE LA CURVA DE
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Grafico 28. Relaciéon entre Absorbancias y UFC/ml del desarrollo del S-8 en medio BHI y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.
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7.5.9 Relacién absorbancias y cuenta viable del S-9

r

RELACION ENTRE ABSORBANCIAS Y UFC/m| DE LA CURVA DE
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Grafica 29. Relacion entre Absorbancias y UFC/mI del desarrollo del S-9 en medio BHI 'y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.

Al observar el Gréafico 29 se tiene que la linealidad de ambos medios es satisfactoria, lo cual se
demuestra con los valores de r. Para BHI se obtuvo una r = 0.9908 y r’= 0.9818 y en el caso de
PECE r = 0.98752 y r’= 0,9752. En el caso de las UFC/ml que fueron incontables con el estudio
de correlacion, en donde se extrapolaron las absorbancias de las horas que tuvieron esta

cuestion y se obtuvieron los nimeros siguientes:

BHI PECE
Abs. UFC/ml Abs. UFC/ml
0,841 809,686 0,863 875,406
0,853 819,154 0,874 884,828
0,866 829,410 0,885 894,250
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7.5.10 Relacién absorbancias y cuenta viable del S-10

El Grafico 30 demuestra que BHI se acercé mas a comportarse linealmente que PECE y esto se
corrobora con los valores de r obtenidos. Para BHI se calculo una r = 0.9908 y una r’= 0.9818 y
para PECE la r = 0,9875 y r’= 0,9752. Para las placas incontables se citan los valores que al
extrapolar el Gréfico 30, se obtiene las cantidades mas grandes de UFC/ml de todas las cuentas

viables, tal y como se puede observar en la tabla.

BHI PECE
Abs. UFC/ml Abs. UFC/ml
0,961 1,021,541 0,904 1,005,314
0,971 1,031,027 0,978 1,079,036
0,981 1,040,514 0,983 1,084,017
4 A
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Grafica 30. Relacion entre Absorbancias y UFC/mI del desarrollo del S-10 en medio BHI 'y PECE, con sus
respectivas lineas de tendencia o regresion lineal.

En Gréfico 31 se presentan los valores obtenidos de r’. Se observa que no hay diferencia
significativa entre estos datos para los serotipos 1 y 6, los cuales se acercaron al valor de 1.
Mientras, que el resto de los serotipos fueron alejdndose del valor mencionado de la siguiente
forma: (S-3, S-5a), (S-9, S-10, S-8), (S-4, S-7) y (S-2), este Ultimo es el que pésima concordancia

de variables tuvo.
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.

DIFERENCIAS DE LOS DATOS DE CORRELACION ENTRE EL MEDIO

BHI'Y EL PECE DE LOS SEROTIPOS DE App 1 AL 10
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Grafica 31. r? obtenidas en el estudio de correlacion entre absorbancias y UFC/mI de los serotipos de App 1 al
10 en los medios BHI y PECE.
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8. DISCUSION

Las EET son enfermedades raras, con periodos de incubacion largos (meses a afios), que
afectan al sistema nervioso central y progresan lentamente hasta la muerte del enfermo. En los
animales, la EET mas conocida actualmente es la EEB o "mal de las vacas locas", causada por un
agente proteico denominado prion, el cual se aloja en los piensos alimenticios que infecta al
animal al consumirlos, provocando que en un futuro al emplear los 6rganos (SN) de este para

fines de elaboracion de productos bioldgicos, puedan contaminarlos.

En paises libres de EEB, se restringen las importaciones de dichas sustancias, con el fin de
prevenir una diseminacién mundial y permitir que en las zonas con focos de infeccién se elimine

en su totalidad dicha enfermedad.

En la lucha de erradicar este problema, se buscan opciones para sustituir a los componentes
de origen bovino que son parte de las formulaciones de ciertos reactivos, como lo es el caldo BHI,

el cual, es utilizado en la elaboracién y aprobacion de la bacterina que actiia contra la PCP.

Y es por esto que se probo si el nuevo medio (PECE) disefiado hace crecer a diez serotipos
de App 1-10, comparandolo con el caldo BHI.

En el Grafico 1 se observa que ambos medios favorecen el desarrollo del S-1 de App. En
las primeras horas, donde se lleva a cabo la fase lag y exponencial, el crecimiento de este
serotipo es mayor para BHI; pero, a partir de la hora nueve PECE alcanza absorbancias similares.
Todo esto, nos hace referencia a que App en el medio a probar se desarrolla mas lentamente en
las primeras fases de la curva de crecimiento; pero, al final del experimento incrementa la

produccion de bacterias, alcanzando un comportamiento parecido al que logra en BHI.

Las UFC/ml representadas en la Gréafica 11 muestran que el S-1 es capaz de desarrollarse
en ambos medios de cultivo y formar cierto nimero de colonias; de las cuales, el serotipo logré
generar al crecer en BHI, una cantidad mayor hasta la novena hora de la curva de crecimiento, en
comparacion con PECE, el cual lo alcanza en esa hora y para las Ultimas tres se hacen
incontables, para ambos sistemas. Pero, de la cuarta a la séptima hora, el S-1 fue capaz de
aprovechar de mejor forma los factores que proporciona el BHI para incrementar
satisfactoriamente el nUmero de bacterias; mientras que para PECE fue de la quinta a la novena

hora.
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Si bien con lo anteriormente citado, da reflejo que para este serotipo la formulacion de PECE
la va empleando de una forma mas reservada a comparacién del BHI, pero en la parte final de la
cinética de crecimiento el ambiente para la bacteria se torna similar en los dos medios,
permitiendo obtener valores de UFC/ml casi similares en la hora hasta donde fueron contables las

placas.

En el caso de todas aquellas horas en donde se presentaron valores de UFC/ml incontables,
se manejo el paquete estadistico de Microsoft Excel, el cual no solamente sirvié para determinar
un valor aproximado para estas incégnitas; sino que también se pudo establecer la relacién

existente entre las absorbancias obtenidas y las UFC/ml de las cuentas viables, de cada serotipo.

Empleando el estudio de correlacién se logrd hacer evidente que tanta concordancia existia
entre estas dos variables, esto fue posible empleando la linea de tendencia o regresién mediante
la obtencién de los valores de r y r%; que permitieron ver que tan significativo fue el estudio para

cada serotipo.

Con lo que respecta al S-1 es uno de los dos serotipos que mayor significancia tuvo en la
relacion de las variables trabajadas, tal y como se observo en la Grafica 21, ambos medios
presentaron un comportamiento casi lineal, con unas pequefias variaciones, en el caso de BHI en
el rango de absorbancias de 0.60 — 0.70 y para PECE de 0.10 — 0.20; que finalmente no fue
representativo. Para los dos medios se tuvieron valores de r y r> de 99% que respalda lo

anteriormente citado.

Con la extrapolacién de las absorbancias de las tres uUltimas horas se determino un valor
aproximado de UFC/ml, que permite ver que se obtienen datos casi similares y cerca del
1, 000,000 de UFC/ml para los dos medios.

Aparentemente, el S-2 en las tres primeras horas al crecer en PECE, tiene un
comportamiento parecido al que ofrece en el caldo BHI; pero, en las horas siguientes, el rango de
aumento de las absorbancias es muy pequefio, indicAndonos que este serotipo si se desarrolla
pero mas lentamente que en BHI. Ademas, en ninguna de las dos curvas de crecimiento se
aprecia la fase estacionaria, por lo que es recomendable aumentar las horas de experimentacion
para determinar si en algin momento el comportamiento del S-2 en PECE iguala al que tiene en

BHI. Este serotipo es el que refleja la peor conducta en comparacion a los demas.

Fue posible determinar las UFC / ml hasta la hora diez para BHI, lo contrario en PECE

fueron contables durante las doce horas. El S-2 presenté un comportamiento diferente al resto de

83



DISCUSION

los serotipos, con respecto a la cuenta viable. En la hora dos y tres, si se compara con PECE, al
desarrollarse en BHI, formaron un nimero menor de colonias; lo cual, nos proporciona informacion
de que en estas horas de experimentacion, el S-2 se adapta mejor a desarrollarse en PECE; sin
embargo, en la hora cuatro, el BHI lo supera continuando asi hasta el final de la curva de

crecimiento.

En las ultimas dos horas fueron incontables para BHI; las cuales, en el aproximado que se
obtiene con la correlacion se tienen valores de UFC/ml que fueron desde las 1, 086,216 a las
1, 094,404 UFC/ml, en las ultimas dos horas. Hay que considerar que el S-2 sigue creciendo en

PECE, pero, lentamente.

Esto es respaldado con lo que sucedi6 en el estudio de correlacion, el cual no es significativo
para ninguno de los dos medios. El Grafico 22 denota lo citado, ya que la mayor parte de los
valores graficados para BHI y PECE estan distantes de la linea de tendencia o regresion, lo que
conlleva a tener valores no aceptados de r y r% por lo tanto, la falta de relacién entre los
resultados de ambas variables se refleja en lo expresado en cada uno de los tres gréficos que

conforman el estudio de este serotipo.

El S-3, al igual que el S-4, el Grafico 3 y 4 respectivamente, demuestran una adaptacion de
crecimiento en ambos medios. Ademas, observamos que PECE favorece el crecimiento de este
serotipo de una manera satisfactoria ya que observando las caracteristicas de la curva que
presenta BHI, PECE en forma constante, logra igualarlas e incluso hasta mejorarlas en las ultimas
horas del ensayo, consiguiéndose que en ese momento la bacteria supere por una diferencia
minima, los valores obtenidos en BHI; este desarrollo similar solo se manifestd en los graficos de

la curva de crecimiento.

Para el caso de las cuentas viables, a pesar que ambos serotipos tienen formacién de
colonias cuantificables hasta la novena hora y tendencia de las curvas casi analogas; el serotipo 4
tiene una produccion inicial de cuatro veces mas en UFC/ml y antes de ser incontables de casi
100,000 UFC/ml, que refleja mayor productividad de este. Para los dos casos, en la décima hora
en adelante fueron incontables las colonias presentes en las placas. Y mediante la extrapolacion
de los valores de absorbancia de las tres horas finales se obtuvieron resultados mas

satisfactoriamente para el S-4 de hasta 886,452 y para el S-3 de 832,979.

Con el estudio de correlacion se denota lo contrario a lo expresado anteriormente, ya que

aqui el S-3 es el que mejor concordancia tiene entre las variables y arroja valores de r de 99% y r?
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de 99 y 98% para BHI y PECE respectivamente; teniendo los variaciones en el rango de
absorbancia de 0.20 — 0.60 en ambos casos como se muestra en el Grafico 23. Y con lo que
respecta al S-4 su relacion de variables tiene muchos puntos que estan separados de la linea de
tendencia o regresion. Este serotipo tuvo mejor correlacion para BHI que para PECE, que permite

respaldar lo sucedido en el gréafico de la cinética de crecimiento.

En la curva de crecimiento del S-5a (Grafico 5), se manifiesta que este serotipo en PECE y
BHI, tiene un comportamiento parecido hasta la hora cuatro; ya que posterior a este tiempo, PECE
conforme pasan las horas supera poco a poco al BHI. Para lograr el crecimiento de este serotipo,

PECE, esta ampliamente recomendado.

A pesar de tener absorbancias similares en la curva de crecimiento, el Grafico 15 de cuenta
viable muestra que el BHI, en las primeras cuatro horas de experimentacion logra que el S-5a
forme un mayor numero de UFC/ml; sin embargo, a partir de la hora cinco lo anterior cambia
radicalmente, ya que el crecimiento del serotipo en PECE se ve favorecido durante este tiempo
hasta la novena hora de la curva de crecimiento; en el caso de BHI la produccion se incrementé
en el periodo de la sexta a la novena hora. Presentandose en las ultimas dos horas colonias
incontables en placa para el BHI y PECE. Con valores aproximados de la extrapolacion de casi
800,000 UFC/m.

Este serotipo muestra en el estudio de correlacion una buena concordancia entre las
absorbancias y las UFC/ml obtenidas, ya que el comportamiento es casi lineal y es respaldado

con los valores de r de 99% vy r? 98% para los dos medios

Como se puede observar tanto en el Grafico 6, el desarrollo de la fase lag o de latencia tuvo
mayor duracién para PECE, pero las tres primeras horas el desarrollo fue parecido en ambos
medios; en el caso de BHI después de este tiempo se inicio la fase exponencial, teniendo una
produccion considerable en el periodo de la quinta a la sexta hora, que da a revelar que es
cuando mayor aprovechamiento de los nutrientes de BHI tiene el serotipo. Caso que en PECE es
notorio en el lapso de la séptima a la octava hora y llevandose este ciclo en un tiempo menor, que
hace evidente que el serotipo se adapta de mejor forma a la formulacién PECE, tanto en esta
etapa como en la estacionaria, en donde a pesar que se inicio en el mismo tiempo para uno y otro
medio, el antes citado marca diferencia significativa de mas de 0.1 de valor de absorbancia con
respecto a lo ocurrido en BHI. Dando pauta de que a pesar del rezago en la obtencién del serotipo
en la fase inicial por parte de PECE, este posteriormente le da mejores condiciones y mayor

rendimiento que BHI.
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Lo anteriormente expresado se apoya con lo sucedido en la cuenta viable, en donde se
observa que los valores de UFC/ml aumentan conforme avanza el tiempo de contacto de la
bacteria con el medio. Igualmente, como se vio en las absorbancias, PECE requiere méas tiempo
para igualar lo que ofrece el BHI con el S-6. Ya para la hora nueve y en adelante se tuvieron
colonias incontables en placa; que con el estudio de correlacion se obtuvieron valores para BHI
que fueron de 775,955 a 807,266 y para PECE de 871,750 a 912,116.

Para el caso de la concordancia este serotipo al igual que el primero son los que obtuvieron
valores mas significativos, tal y con lo muestra el Grafico 26 en donde la tendencia para los dos
medios es casi lineal con respecto a la linea de referencia, y resultaron valores de r y r*> de 99%,

gue corroboran lo mencionado.

Este serotipo es un caso especial, dado que, solo se manifestaron dos de las tres etapas
gue estuvieron en estudio; ya que carecié de fase estacionaria que si se manejase una curva de
crecimiento de un periodo de quince a dieciocho horas, se podria determinar que medio logra el
mejor desempeio del serotipo. Lo que hay que resaltar es que la tendencia de desarrollo del
serotipo es paralela en ambos medios, esto se ve reflejado en el Grafico 7 en el cual el periodo
de latencia para BHI y PECE se da hasta la sexta hora, en donde las variaciones son bajas;
después de esta hora inicia la etapa exponencial la cual es mas redituable para PECE, dando una
produccion considerable que hace que se tenga un mejor ambiente para el serotipo en este medio
a discrepancia de BHI.

Ambos medios de cultivo favorecen el desarrollo de colonias, al igual que sucede con la
curva de crecimiento, PECE supera los valores de BHI, indicandonos que el S-7 se adapta mas
rapidamente en crecer en este medio, desde un inicio hasta décima hora, en donde para ambos
casos fueron incontables. En el estudio de correlacion se obtuvieron valores maximos de 1,
069,846 para BHI y 994,381 para PECE de UFC/ml. En el caso de la relacién entre absorbancias
y UFC/ml, no fue de lo mas idoneo, ya que se tiene puntos que estan alejados de la linea de
tendencia o regresion, teniendo valores de r de 97% y 96% para BHI y PECE respectivamente; lo

gue permite hacer notar la falta de concordancia de las variables.

En este caso a diferencia de los tres Ultimos serotipos mencionados, aqui el que mejor
disposicién para la evolucién del S-8 entre cada una de las horas trabajadas, fue BHI de inicio a
fin. En la primera fase ambos medios muestran la tendencia de crecimiento de forma paralela
hasta la cuarta hora, después de este tiempo BHI marca diferencia, presentando un rendimiento

superior a PECE y llevando el cambio de los siguientes periodos en un lapso menor. Hay que
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recalcar que de la sexta a la novena hora es cuando el serotipo tiende a aprovechar mejor los

nutrientes de los medios en cuestion, tal y como se observa en el Gréafico 8.

Esto se complementa con lo obtenido en la cuenta viable para este serotipo, dado que, BHI
da mayores UFC/ml que PECE, en todas las horas de la curva. La diferencia de los valores
manifiesta que el S-8 se adapta mas adecuadamente a los nutrientes de BHI, sin dejar de
mencionar que si se desarrolla en PECE pero mas lentamente. Esto se da hasta novena hora por
gue después de este tiempo las placas fueron incontables; y la mejor disposicién del BHI para el
desarrollo del S-8 se reforz6 con la determinacion de estos valores mediante la extrapolacion de
las absorbancias en la curva de correlacion, que dieron valores aproximados de hasta 919,454
para BHI y 822,497 para PECE.

Con lo que respecta al estudio de correlacion el BHI es el que tuvo mejor concordancia de
variables con valores de r y r* de 99% que refleja casi la linealidad de la curva de BHI; caso que
no es asi para PECE ya que tuvo valores de r y r’ no tan excelentes como los del otro medio, pero

gue permiten que las muestras trabajadas sean significativas.

El S-9 es uno de los dos serotipos que junto al S-10, emplean de mejor forma los
ingredientes de los medios trabajados; dado que guardan una relaciobn muy estrecha de
crecimiento durante las doce horas. La fase lag o de latencia se lleva en un periodo de cinco
horas, con minimas diferencias entre una absorbancia y otra, teniendo como maximo de
discrepancia un valor 0.017 entre un medio y otro que realmente no es demostrativo. Las
siguientes etapas se llevaron en cuatro y tres horas respectivamente, siendo BHI el que mejores
condiciones proporciona al serotipo hasta la hora diez que es cuando PECE supera minimamente

a BHI (ver Gréfico 9), pero el desarrollo fue excelente en el ambiente proporcionado por los dos.

Nuevamente los datos de las UFC/ml respaldan lo que sucedié en la curva de crecimiento
pues los valores obtenidos demuestran que el S-9 logra desarrollarse en ambos medios. En las
primeras ocho horas el BHI toma ventaja sobre PECE, pero de la ocho a nueve lo alcanza y la
bacteria tiene a comportarse de forma similar en ambos medios; por lo que se tiene, que el S-9 se
adapta a crecer en PECE requiriendo mas horas de contacto entre el serotipo y los nutrientes que
proporciona para obtener resultados similares a los que logran con BHI. En las tres horas finales
se hacen incontables las colonias en placa, y pudiendo determinarse con la regresion lineal

valores que van desde 809,086 a 894,250 para ambos sistemas.
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La correlacion en este caso fue mejor para el BHI el cual tiene valores de ry r?, que llevan a
la curva casi a la linealidad, con respecto a la de referencia; en el caso de PECE tiene datos mas

dispersos que impiden tener una concordancia excelente.

Finalmente, este serotipo tuvo un comportamiento paralelo en los dos medios de cultivo, en
donde la primera etapa es casi lineal en un lapso de seis horas; aunque la conducta sea de esa
manera, la tendencia siempre es ascendente. La siguiente fase se llevé a cabo entre tres y cuatro
horas, en donde de la séptima a la novena es cuando la bacteria dispara su crecimiento. Ya el
periodo final difiere en una hora como se representa en el Gréafico 10, pero la relacion entre
curvas es muy estrecha y no se puede decretar que medio es el mas idéneo; por lo se necesitaria

gue el tratamiento del S-10 fuese como minimo de otras tres horas adicionales.

La cuenta viable para este serotipo ocurre en mismo tiempo y comportamiento que lo
anteriormente mencionado, la diferencia radica en que los valores de UFC/ml obtenidos cambian
constantemente, pues hay momentos en que ambos medios tienen ventaja uno sobre el otro, por
lo que se deduce que los dos caldos favorecen la viabilidad y desarrollo del S-10. Y para las
Ultimas tres horas son imposibles el conteo de las placas, dichos valores que no se pueden
registrar se pudo tener un aproximado de ellos con la extrapolacion de las absorbancias en estas
horas y se reportaron los valores de UFC/ml mas altos de todos los serotipos y tal como se cito en

el apartado del S-10 en los resultados.

Caso parecido para el estudio de correlacion tiene este serotipo con el anterior en donde BHI
es el que mejor analogia de datos tiene y sus puntos en el Grafico 20 se acercan mas a los de

PECE con respecto a la linea de tendencia o regresion.

Determinar las UFC/ml por la técnica de cuenta viable en placa, en este trabajo, tuvo sus
limitaciones ya que principalmente en las dltimas horas de la curva de crecimiento se obtuvieron

valores incontables, aun realizando diluciones grandes de la bacteria.
En resumen se tiene que:

En general los diez serotipos logran desarrollarse en PECE; sin embargo, los que tuvieron
un comportamiento mas semejante en los medios de cultivo trabajados, fueron el S-9 y S-10, ya

gue las tendencias de las curvas fueron casi iguales en ambos casos.

El S-2 aunque creci6 en PECE en ningin momento del experimento logré igualar y mucho

menos superar a lo ocurrido en BHI.

88



DISCUSION

En el caso de los serotipos uno, tres, cuatro y seis, en PECE crecieron mas lentamente que
en BHI en las dos primeras fases de la curva; sin embargo, la bacteria encuentra las condiciones
adecuadas en PECE para comportarse de forma similar o mejor que en BHI, segun sea el caso.
Por el contrario el S-8, aunque la curva obtenida en PECE sea parecida a la de BHI, App
inicialmente consiguié tener un desempefio casi paralelo y en los siguientes ciclos crecié en PECE

pero no se adapto como en BHI.

Finalmente, la evolucion de los serotipos cinco y siete en PECE logré tener mejor
rendimiento que en BHI desde la fase log o exponencial hasta el final del ensayo. Teniendo en
cuenta que el S-7 necesita de mayor tiempo para determinar bien sus tres etapas, el S-5a y el S-7

fueron los Unicos que adaptaron a crecer de mejor manera en PECE que en BHI.

Con respecto al estudio de correlacién los serotipos que excelente concordancia y linealidad,

con respecto a la linea de tendencia o regresion de las variables trabajadas son el S-1 y S-6.

Después de estos los que tuvieron muy buena concordancia, con valores de r y r? por debajo

de los mencionados y linealidad un poco deficiente, son el S-3 y S-ba.

Los que solo para el caso de BHI tuvieron una r* de 98 a 99% y de 96 a 97% en PECE son

el S-8, S-9y s-10; quienes tuvieron una buena concordancia en general para ambos medios.

El S-4 y S-7 tiene una mala relacion entre absorbancias y UFC/ml y el que si es muy mala la

analogia entre las variantes tratadas es el S-2 el cual tiene valores de r y r> muy bajos.
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9. CONCLUSIONES

% Se logré determinar la eficacia del medio nuevo para todos nueve de los serotipos de
App que se probaron en este experimento (1 a 10; exceptuado el 2), comparado con

BHI por medio de curvas de crecimiento y cuenta viable.

% Se reactivaron diez serotipos de App, a partir de crioviales con caracteristicas de

pureza e identificacion.

% Se logro preparar adecuadamente matraces con caldo BHI y PECE suplementados
con NAD (1 pg / ml).

% No existen diferencias marcadas entre BHI y PECE con respecto a la curva de
crecimiento y la cuenta viable de nueve de los diez serotipos de App; con excepcion

del serotipo 2.

% Con el uso de PECE en las investigaciones se reducira y podria llegar a eliminar la

diseminacion del prion de la EEB causado por la utilizacién del BHI.
% El estudio de correlacion permitié calcular las UFC/ml formadas por los serotipo del 1
al 10 al desarrollarse en los caldos PECE y BHI, que no se pudieron determinar por la

técnica de cuenta viable en placa.

% El estudio mencionado permitié ver que serotipos guardaron mejor relacion entre las

absorbancias y las UFC/ml de las cinéticas de crecimiento de los 10 serotipos.
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SUGERENCIAS

10. SUGERENCIAS

Es importante que se sigan disefiando productos relacionados con la investigaciéon, que
estén exentos en su formulacion de ingredientes de origen bovino y asi evitar la diseminacion de
las ET. Una opcion es buscar sustituirlos por sustancias que tengan propiedades similares a estos
y que proporcionen condiciones mas idéneas para la produccion de reactivos y bioldgicos, que

permitan economizar tanto costos como tiempo.

Ademas, podemos citar como otra alternativa para evitar la propagacién de la EEB, que
paises, como México, donde no se han reportado casos de esta enfermedad, puedan exportar
productos de origen bovino (como 6rganos y secreciones sin problemas de infeccién) u otros

animales; que son necesario en la investigacion para la elaboracion de biolégicos.
Las exotoxinas de App también son utilizadas en la produccién de bacterinas, se sabe que en BHI

la bacteria las libera, por lo tanto se tendrian también que determinar en el medio PECE para darle

seguimiento a este trabajo y tener una razén mas para emplearlo como alterativa de desarrollo.
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APENDICE

11. APENDICE

11.1 TABLAS

11.1.1 Curvade crecimiento

ABSORBANCIAS DE CURVA DE

CRECIMIENTO DEL S-1 DE App EN MEDIO

BHI Y PECE.
| HORA || BHI I PECE |
\ 1 I 0.021 | 0.008 |
\ 2 I 0.040 I 0.008 |
\ 3 I 0.046 I 0.009 |
\ 4 I 0.066 | 0.022 |
\ 5 I 0.327 I 0.034 |
\ 6 I 0.637 | 0.149 |
\ 7 I 0.804 | 0.326 |
\ 8 I 0.811 I 0.714 |
\ 9 I 0.832 | 0.842 |
\ 10 I 0.845 | 0.848 |
\ 11 I 0.881 I 0.874 |
\ 12 I 0.896 | 0.906 |

Tabla 14. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-1 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHI y PECE.

ABSORBANCIAS DE CURVA DE

CRECIMIENTO DEL S-2 DE App EN MEDIO

BHIY PECE
| HORA || BHI | PECE \
\ 1 | 0,01 | 0,002 |
\ 2 I 0,016 | 0,025 \
\ 3 I 0,022 | 0,034 \
\ 4 | 0,06 | 0,036 |
\ 5 I 0,083 | 0,04 \
\ 6 I 0,245 | 0,081 \
\ 7 | 0,494 | 0,113 |
\ 8 I 0,697 | 0,185 |
\ 9 I 0,787 | 0,23 \
\ 10 | 0,824 | 0,231 \
\ 11 I 0,96 | 0,291 |
\ 12 | 1,058 | 0,44 \

Tabla 15. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-2 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHIy PECE.
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CRECIMIENTO DEL S-3 DE App EN MEDIO

ABSORBANCIAS DE CURVA DE

BHIY PECE
| HORA | BHI I PECE |
\ 1 I 0,105 I 0,045 |
\ 2 I 0,111 I 0,06 |
\ 3 I 0,135 I 0,07 |
\ 4 I 0,139 I 0,075 |
\ 5 I 0,141 I 0,087 |
\ 6 I 0,42 | 0,179 |
\ 7 | 0,58 I 0,332 |
\ 8 I 0,677 | 0,484 |
\ 9 I 0,72 I 0,729 |
\ 10 I 0,732 I 0,749 |
\ 11 I 0,741 I 0,784 |
| 12 I 0,75 I 0,786 |

APENDICE

Tabla 16. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-3 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHIy PECE.

ABSORBANCIAS DE CURVA DE CRECIMIENTO

DEL S-4 DE App EN MEDIO BHI'Y PECE

| HORA || BHI | PECE \
\ 1 I 0,124 | 0,035 \
\ 2 I 0,127 | 0,039 |
\ 3 I 0,132 | 0,039 \
\ 4 I 0,137 | 0,065 \
\ 5 I 0,143 | 0,085 |
\ 6 I 0,492 | 0,25 |
| 7 I 0,797 | 0,643 |
\ 8 I 0,814 | 0,84 \
\ 9 I 0,838 I 0,899 \
\ 10 I 0,856 | 0,905 \
\ 11 I 0,869 | 0,91 \
\ 12 I 0,895 I 0,916 \

Tabla 17. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-4 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHIy PECE.
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ABSORBANCIAS DE CURVA DE CRECIMIENTO
DEL S-5a DE App EN MEDIO BHI'Y PECE

| HORA || BHI | PECE \
\ 1 I 0,012 | 0,005 \
\ 2 | 0,02 | 0,006 \
\ 3 I 0,022 | 0,021 \
\ 4 I 0,036 | 0,032 |
\ 5 I 0,043 | 0,088 |
\ 6 I 0,09 | 0,189 \
\ 7 I 0,226 | 0,421 \
\ 8 | 0,415 | 0,692 \
\ 9 I 0,535 | 0,721 \
\ 10 I 0,557 | 0,729 |
\ 11 I 0,573 | 0,729 |
\ 12 I 0,578 | 0,766 \

APENDICE

Tabla 18. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-5a de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHI y PECE.

ABSORBANCIAS DE CURVA DE CRECIMIENTO

DEL S-6 DE App EN MEDIO BHI'Y PECE

\ HORA I BHI I PECE \
\ 1 [ 0,012 | 0,016 \
\ 2 I 0,014 I 0,017 \
\ 3 I 0,016 I 0,018 \
\ 4 [ 0,104 | 0,02 \
\ 5 I 0,259 I 0,033 \
\ 6 I 0,618 I 0,12 \
\ 7 [ 0,74 | 0,387 \
\ 8 I 0,785 I 0,815 \
\ 9 I 0,802 I 0,911 \
\ 10 [ 0,812 | 0,931 \
\ 11 I 0,826 I 0,944 \
\ 12 I 0,84 I 0,96 |

Tabla 19. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-6 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHI y PECE.
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ABSORBANCIAS DE CURVA DE CRECIMIENTO

DEL S-7 DE App EN MEDIO BHI'Y PECE

\ HORA | BHI | PECE \
\ 1 | 0,003 | 0,009 \
\ 2 | 0,007 | 0,009 \
\ 3 | 0,011 | 0,016 \
\ 4 | 0,012 | 0,017 \
\ 5 | 0,017 | 0,017 \
\ 6 | 0,039 | 0,043 \
\ 7 | 0,079 | 0,143 \
\ 8 | 0,216 | 0,427 \
\ 9 | 0,434 | 0,622 \
\ 10 | 0,56 | 0,732 \
\ 11 | 0,66 | 0,835 \
| 12 I 0,761 I 0,844 |

APENDICE

Tabla 20. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-7 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHIy PECE.

ABSORBANCIAS DE CURVA DE CRECIMIENTO

DEL S-8 DE App EN MEDIO BHI'Y PECE

\ HORA I BHI | PECE \
\ 1 I 0,013 I 0,006 \
\ 2 I 0,029 | 0,014 \
\ 3 I 0,044 | 0,03 \
\ 4 I 0,05 I 0,039 \
\ 5 I 0,162 | 0,08 \
\ 6 I 0,426 | 0,137 \
\ 7 I 0,763 I 0,15 \
\ 8 I 0,798 | 0,332 \
\ 9 I 0,804 | 0,673 \
\ 10 I 0,834 I 0,732 \
\ 11 I 0,843 | 0,76 \
\ 12 I 0,844 | 0,76 \

Tabla 21. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-8 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHI y PECE.
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ABSORBANCIAS DE CURVA DE CRECIMIENTO

DEL S-9 DE App EN MEDIO BHI'Y PECE

\ HORA I BHI I PECE \
\ 1 [ 0,005 | 0,004 \
\ 2 I 0,012 I 0,004 \
\ 3 I 0,016 I 0,014 \
\ 4 [ 0,019 | 0,015 \
\ 5 I 0,044 I 0,027 \
\ 6 I 0,211 I 0,1 \
\ 7 [ 0,656 | 0,104 \
\ 8 I 0,785 I 0,625 \
\ 9 I 0,804 I 0,804 \
\ 10 [ 0,841 | 0,863 \
\ 11 I 0,853 I 0,874 \
\ 12 | 0,866 | 0,885 \

APENDICE

Tabla 22. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-9 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHIy PECE.

ABSORBANCIAS DE CURVA DE CRECIMIENTO
DEL S-10 DE App EN MEDIO BHI' Y PECE

| HORA [ BHI | PECE \
\ 1 I 0,006 I 0,001 \
\ 2 I 0,01 I 0,006 \
\ 3 [ 0,016 | 0,016 \
\ 4 I 0,016 I 0,018 \
\ 5 I 0,017 I 0,026 \
\ 6 [ 0,02 | 0,045 \
\ 7 I 0,233 I 0,091 \
\ 8 | 0,698 I 0,439 \
\ 9 [ 0,9 | 0,856 \
\ 10 I 0,961 I 0,904 \
\ 11 I 0,971 I 0,978 \
| 12 | 0.978 | 0.98 |

Tabla 23. Absorbancias a 546 nm de longitud de onda, de la curva de crecimiento del S-10 de App, en un

periodo de 12 horas en medio BHI y PECE.
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11.1.2

Cuenta viable

| SEROTIPO 1 |
| Hora | UFC/ml | UFC/ml |
\ 1 H 117,000 \\ 99,000 \
| 2 | 143100 | 99,750 |
\ 3 | 145800 | 104,500 |
\ 4 | 185500 | 115,550
\ 5 | 422550 | 135,800
\ 6 | 785000 | 264,000 |
| 7 | 865550 | 414,000
\ 8 \\ 867,800 \\ 801,400
| 9 | 876450 | 875,000
| 10 I INC | INC |
| 11 | INC | INC |
\ 12 \\ INC H INC \

Tabla 24. UFC/ml obtenidas en doce horas del S-1 en caldo BHIy PECE

| SEROTIPO 2 \
| Hora || BHI | PECE |
| 1 | 150,500 | 62,100 |
| 2 | 174,000 | 276,500 |
| 3 | 253,000 | 302,100 |
| 4 | 312,000 | 305500 |
| 5 | 513,500 | 308,700

| 6 | 620,500 | 510,000 |
| 7 | 778,000 | 540,400 |
| 8 | 820,000 | 567,000

| 9 | 898,400 | 598,300

| 10 | 910,000 | 599000 |
| 11 | INnc. || 647,600 |
| 12 | Nnc. || 758,000 |

Tabla 25. UFC/ml obtenidas en doce horas del S-2 en caldo BHIy PECE
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| SEROTIPO 3

| Hora | BHI | PECE

| 1 | 123,000 | 28,500 |
| 2 | 127,400 | 96,000 |
| 3 | 146,500 | 108,000

| 4 | 149,000 | 111,500

| 5 | 152,500 | 117,000

| 6 | 398,700 | 177,000

| 7 | 520,000 | 350,000

| 8 | 578,600 | 410,100

| 9 | 630,400 | 632,000

| 10 I INC. I INC. |
| 11 I INC. I INC. |
| 12 | INC. | INC. |

Tabla 26. UFC/mI obtenidas en doce horas del S-3 en caldo BHIy PECE

| SEROTIPO 4

| Hora | BHI | PECE

| 1 | 420,500 | 165,000
| 2 | 424,000 | 252,500
| 3 | 428,000 | 255,800
| 4 | 432,000 | 310,000
| 5 | 438,500 || 385,600
| 6 | 690,300 || 551,000
| 7 | 742,000 | 698,200
| 8 | 786,500 | 816,500
| 9 | 810,000 | 856,100
| 10 I INC. | INC.

| 11 | iNe. INC.

| 12 I iNnc. INC.

Tabla 27. UFC/mI obtenidas en doce horas del S-4 en caldo BHIy PECE
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| SEROTIPO 5a |
| Hora | BHI | PECE |
| 1 | 115,000 | 96,500 |
| 2 | 121,400 | 98,700

| 3 | 124,000 | 123,000 |
| 4 | 138,000 | 135000 |
| 5 | 156,500 | 165,100 |
| 6 | 168,450 | 320,000 |
| 7 | 345,000 | 582,100 |
| 8 | 575,000 | 723,100 |
| 9 | 632,400 | 740,000 |
| 10 | 637,500 | 760,000 |
| 11 I INC. | INC. |
| 12 | INC. | INC. |

Tabla 28. UFC/mI obtenidas en doce horas del S-5a en caldo BHIy PECE

| SEROTIPO 6 \
| Hora || BHI | PECE |
| 1 | 125,500 | 135,000 |
| 2 | 131,000 | 137,500 |
| 3 | 136,500 | 145,500 |
| 4 | 183,500 | 152,000 |
| 5 | 325,000 | 165,500 |
| 6 | 645,000 | 189,000 |
| 7 | 729,000 | 410,500 |
| 8 | 745,000 | 810,000 |
| 9 | Nnc. || INe. |
| 10 | Nc. || Ne. |
| 11 | N || Nne |
| 12 | iNnc. || Ne. |

Tabla 29. UFC/ml obtenidas en doce horas del S-6 en caldo BHIy PECE
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| SEROTIPO 7 |
| Hora | BHI | PECE |
| 1 | 54,000 | 58,000
| 2 | 56,500 | 59,000
| 3 | 65500 | 78,000
| 4 | 75,000 | 89,000
| 5 | 91,000 | 90,500
| 6 | 125,500 | 136,000 |
| 7 | 235,000 | 415,000 |
| 8 | 536,000 | 654,000 |
| 9 | 665000 | 710,000 |
| 10 | 725000 | 825000 |
| 11 | iNc. | iNne. |
| 12 | iNnc. [ Nc. ]

Tabla 30. UFC/ml obtenidas en doce horas del S-7 en caldo BHI y PECE.

| SEROTIPO 8 |
| Hora || BHI | PECE |
| 1 | 38000 | 25500 |
| 2 | 81,000 | 42,500 |
| 3 | 110,000 | 81,500 |
| 4 | 123,500 | 92,000 |
| 5 | 295,500 | 186,000 |
| 6 | 535,000 | 245,000 |
| 7 | 805,000 | 283,000 |
| 8 | 838,000 | 410,500 |
| 9 | 906,000 | 710,000 |
| 10 | Nnc. || Nnc. |
| 11 | N || Ne. |
| 12 | Nc. || Ne. |

Tabla 31. UFC/ml obtenidas en doce horas del S-8 en caldo BHIy PECE.
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| SEROTIPO 9

| Hora | BHI | PECE

| 1 | 96,570 | 84,000 |
| 2 | 136,500 | 84,200 |
| 3 | 146,500 | 142,530

| 4 | 167,800 | 144,000

| 5 | 234,000 | 197,200

| 6 | 341,000 | 267,500

| 7 | 705,500 | 268, 450

| 8 | 712,000 | 702,000

| 9 | 789,000 | 789,400

| 10 I INC. I INC. |
| 11 I INC. I INC. |
| 12 I INC. I INC. |

Tabla 32. UFC/mI obtenidas en doce horas del S-9 en caldo BHI y PECE.

| SEROTIPO 10 \
| Hora || BHI | PECE |
| 1 | 45000 | 35000 |
| 2 | 114,500 | 45,700 |
| 3 | 118,200 | 120,500 |
| 4 | 119,500 | 122,800 |
| 5 | 123,000 | 148,700 |
| 6 | 146,500 | 185,400 |
| 7 | 426,700 | 230,200 |
| 8 | 780,800 | 650,100 |
| 9 | 9325500 | 896,500 |
| 10 | Nc. | Ne. ]
| 11 | iNnc. | INC. |
| 12 | INC. I INC. |

Tabla 33. UFC/ml obtenidas en doce horas del S-10 en caldo BHIy PECE.
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APENDICE

11.2 PREPARACION DE REACTIVOS
GLUCOSA AL 20 %

Glucosa (MERCK®) 20 g
Agua destilada c.b.p. 100 ml

Se esteriliza con una membrana de 0.8 um y una de 0.22 um (millipore). Conservar en

refrigeracion.
NAD AL 0.5 %

NAD Research Organics® 05¢g
Agua destilada c.b.p. 100 ml

Se esteriliza con una membrana de 0.8 um y una de 0.22 um (millipore). Conservar en

congelacion.
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12.GLOSARIO

Absceso:

Absorbancia;

Agente:

Amiloide:

Antibiético:

Anticuerpo:

Ataxia:

Bacteremia:

Bacterina:

Acumulacién localizada de pus en una cavidad organica noviformada.

Propiedad fisica de una sustancia que dentro de ciertos limites puede ser
directamente proporcional a su concentracion. Es una medicion de la cantidad
de radiacion electromagnética, habitualmente luz que la sustancia absorbe.

Esta propiedad se utiliza en la espectrofotometria.

Es el elemento que es capaz de transmitir una enfermedad. En el caso de la

EEB, la evidencia sugiere un Prion.

Sustancia que aumenta en los tejidos de manera amorfa.

Es cualquier sustancia quimica producida por un microorganismo, utilizada

para eliminar o inhibir el crecimiento de otros microorganismos infecciosos.
Son un conjunto heterogéneo de proteinas que se producen por la
estimulacion antigénica del sistema inmunolégico y tienen la propiedad de
reaccionar especificamente con el antigeno inductor de su produccion.
Pérdida de la coordinacion, asociada a dafio neuroldgico.

Presencia de bacterias patdégenas en la sangre.

Preparado de bacterias muertas, atenuadas, modificadas, o inactivadas,

empleadas para la inmunizacion y prevencion de las enfermedades de los

animales.

Barrera interespecie: Al parecer se necesita niveles mucho mayores de infectividad para la

Bioensayo:

transmisiéon de EET de una especie a otra, en comparacion entre individuos

de una misma especie.

Es la inoculacion de tejido en otro animal, con la finalidad de observar si este

es infectivo (si lo es, el animal desarrollara la enfermedad.)
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Biotipo:

Son variantes de cepas bacterianas caracterizadas por diferencias

bioquimicas.

Casos esporadicos: Son los casos de ECJ (o quizas otras EET) que aparentemente no estan

asociados con un cambio en el gen de la persona que desarrolla la

enfermedad, ni tampoco asociado con la inoculacion de material infectado.

Casos iatrogénicos: Son los casos de ECJ que aparecen como resultado de procedimientos

Célula viable:

Disnea:

DNA:

Edema:

ELISA:

Endotoxina:

Enzima;

médicos, en los cuales el agente es inoculado en el paciente.

célula capaz de dividirse y dar lugar a una descendencia.

Respiracion dificil o laboriosa en la que el sujeto esta conciente de la falta de

aire.

Acido desoxirribonucleico. Es la sustancia que lleva el genoma en

cromosomas de animales, plantas y algunos virus.

Acumulacioén excesiva de liquido intersticial en cavidades.

La técnica de enzimoinmunoensayo (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
ELISA, para la deteccién de anticuerpos especificos que se utilizan hoy en
dia, son técnicas rapidas, sensibles, especificas, de facil ejecucién y permiten

analizar un gran nimero de muestras a la vez.

Son producidas por bacterias Gram negativas. Son lipopolisacaridos,
componente estructural de la membrana externa. Son estables al calor y
comparandolas con muchas exotoxinas, las endotoxinas tienen una toxicidad

relativamente baja.
Es un catalizador de origen organico proteico, producido por una célula viva y

capaz de influir en una reaccion quimica sin sufrir un cambio estructural.

Regula todos los procesos metabdlicos.
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Especificidad:

Estabilidad:

Epidemiologia:

Exotoxina:

Exudado:

Factor V:

Fagocitosis:

Farmacocinética:

Fimbrias:

Es la habilidad de una prueba para detectar sélo a los verdaderos positivos.

Nuevo término que define la capacidad del sistema para eliminar con el paso
del tiempo el agente de la EEB tan rapidamente como sea posible. La
estabilidad de un sistema dependera de su capacidad para identificar los
bovinos infectados por la EEB y excluirlos del procesamiento, y de su
capacidad para evitar el reciclaje del agente de la EEB a través de los
piensos. Un sistema "estable" eliminara la EEB con el paso del tiempo,

mientras que un sistema "inestable" la amplificara.

Los cambios en el nimero de casos de una enfermedad, en relacién al tiempo

y espacio.

Son proteinas (a menudo enzimas) solubles, termolabiles, que el agente
patégeno libera a su ambiente durante su crecimiento. A menudo las
exotoxinas pueden desplazarse desde el lugar de la infeccién a otros tejidos

corporales o células diana, donde manifiestan sus efectos.

Materia mas o menos fluida que sale de los vasos pequefios y capilares en
los procesos inflamatorios, y se deposita en los intersticios de los tejidos o0 en

la cavidad de una serosa.

Versé NAD.

Es el proceso por el cual las células especializadas buscan, localizan,
identifican e introducen a su citoplasma particulas o gérmenes extrafios para

matarlos y digerirlos.

Estudia el movimiento de los farmacos y permite conocer su concentracion en
la biofase, en funcién de la dosis y del tiempo transcurrido desde su

administracion.
Son estructuras que se encuentran en la superficie de muchas bacterias

Gram. negativas. Estdn compuestas por una proteina denominada fimbrilina.

Estan asociados a la adhesion celular de superficies mucosas.
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Gram negativo:

Glicoproteina:

Hemoglobina:

Hemocultivo:

Las Bacterias Gram negativas se caracterizan por presentar una membrana
celular interna la cual se rodea por una pared celular delgada de
peptidoglicano y, hacia el lado externo del cuerpo celular una membrana
celular externa que recubre la pared celular en estas bacterias. Entre la
membrana citoplasmatica interna y la membrana externa esta el espacio
periplasmico el cual presenta una sustancia llamada periplasma la cual
contiene enzimas importantes para la nutricibn en estas bacterias. La
membrana externa presenta una estructura llamada lipopolisacéarido (LPS) y
tiene diversas proteinas, siendo una de ellas las proteinas llamadas porinas o
canales proteicos. El LPS esta formado por tres regiones: el polisacarido O
(antigeno O), una estructura polisacarida central (KDO) y el lipido A

(endotoxina).

Es una proteina que lleva consigo algunas cadenas de azUcares (glicanos).
La proteina PrP lleva dos de estas cadenas, y se cree que estas diferentes

cadenas son las que realmente determinan las manifestaciones de las EET.
Compuesto que se encuentra en un glébulo rojo y transporta oxigeno.
Puesta en cultivo de una muestra de sangre extraida por puncién venosa con

el fin de buscar la presencia de microbios circundantes (en caso de

septicemia, por ejemplo).

Incidencia de EEB: Es el nUmero de casos confirmados de EEB por millén dentro de la poblacion

Inmunoblotting:

de ganado por encima de los 24 meses de edad en el pais 0 zona, calculado

a lo largo de los ultimos 12 meses.

Consiste en la separacion de proteinas especificas en un filtro de papel, y
luego analisis de este para identificar la proteina. Es una forma de purificacion

segura y eficaz.

Inmunohistoquimica: Es el chequeo de secciones de tejido (0 muestras de microscopia

electronica) mediante el acoplamiento de anticuerpos a proteinas especificas,
y luego la busqueda de anticuerpos a través de enzimas a las cuales ellos

fueron conectados.
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Lisis:

Destruccion de una célula causada por una lisina; descomposicion de una

sustancia o un sistema.

Material Especifico de Riesgo (MER): Desechos especificos de bovino. Corresponde a los

Medio de cultivo:

Microglia:

Modelos murinos:

NAD:

Necrosis:

No6dulo:

Oligosacarido:

Opsonina:

Parénquima:

Parenteral:

desechos de vacas que se encontraron que representan un riesgo para la

poblacion. Son Timo, Cerebro, espina dorsal, intestino, bazo y tonsilas.

Es una sustancia que se prepara en forma soélida (agar), liquida (caldo) o
semisélida; se utiliza frecuentemente para seleccionar y cultivar
microorganismos especificos para facilitar la identificacion de una especie en
particular.

Células inmunes pertenecientes al SNC.

Modelos de enfermedad, usando ratones como el animal a infectar.

Coenzima termolabil. Es un nucledétido de piridina que contiene una amida del

acido nicotinico derivada de la vitamina niacina.

Mortificacion de un tejido en general.

Organo situado en el trayecto de los vasos linfaticos, compuesto por una
envoltura propia de tejido conjuntivo, sustancia cortical y sustancia medular,

cuyas mallas contienen células linfaticas.

Hidrato de carbono que produce un numero pequefio de monosacaridos

cuando se produce la hidrdlisis.

Molécula de origen proteico que reconoce un antigeno y se pega a él, “lo

marca”, para facilitar la fagocitosis.

Elemento esencial especifico o funcional de un dérgano generalmente

glandular, en distincién de la estroma o tejido intersticial.

Inoculacion en el organismo (no via oral.)
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Pasaje:

Patogénesis:

PCR:

Peptidoglicano:

Periférica:

Placas:

Pleomérfico:

Pleura:

Polimerizacioén:

Es la inoculacién de una infeccion en un animal para luego obtener la

multiplicacién del agente infeccioso proveniente del animal.

Es la produccién de dafio (patologia) en un tejido.

Reaccion en cadena de polimerasa. Un método usado para hacer multiples

copias de ADN.

Es el componente rigido de la pared celular de todas las bacterias. Estan
compuestos por un esqueleto de residuos de carbohidratos formados por
unidades alternadas de N-acetil glucosalina y de N-acetilmuramico unidos por

enlaces beta-1,4.

Esto generalmente se refiere a la ingestion o inoculacién de material en un

animal fuera del SNC.

Elementos proteindceos que pueden aumentar en el tejido cerebral como
resultado de una infeccion, estas sin embargo, ademas de las EET pueden
ser encontradas en otras enfermedades.

Que adopta muchas formas.

Membrana serosa que reviste la cavidad toracica y que recubre el pulmoén.

Es la forma en que los priones se pueden incrementar mediante la unién de

un PrP al fina del PrPsc cristaloide.

Producto biolégico: Son organismos y microorganismos vivos o parte de estos atenuados,

Proteasa K:

Rendering:

modificados, o inactivados, empleados para la prevencion, diagndstico,

control y tratamiento de las enfermedades de los animales.

Es la enzima que degrada las proteinas eficientemente.

Se denomina al proceso de tratamiento de los despojos producto del
faenamiento y proceso de las carcasas animales, mediante le cual se obtiene

harinas de carne y huesos y cebos o grasa para la industria.
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SAF:

Scrapie:

Sensibilidad:

Serotipo:

Serotipificacion:

Toxina:

Fibras asociadas a Scrapie. Corresponde a finas estructuras, vistas bajo el
microscopio electrénico, las que solamente son encontradas en cerebros

afectados con alguna EET.

Es la EET en ovejas y cabras.

La s. de un equipo instrumental, técnica y/o método analitico se define como
la capacidad para poder diferenciar dos sefiales muy parecidas del mismo
analito, o lo que es lo mismo entre dos magnitudes (concentracion,

actividades y/o cantidades) similares del mismo.

Son variantes de cepas bacterianas que presentan propiedades antigénicas

diferenciadoras.

Alude a los procedimientos sexologicos que se emplean para diferenciar
cepas (serovariedades o serotipos) de microorganismos que difieren en la

composicion antigénica de una estructura o producto.

Es una sustancia especifica, a menudo un producto metabdlico del

organismo, que dafia a un huésped, provocandole una intoxicacion.

Transmision Horizontal: Es la transmisién de una enfermedad de un animal a otro, exceptuando

la proveniente de los padres a sus crias. Generalmente esta es la transmision
entre dos animales vivos, donde uno es expuesto al agente proveniente del

otro.

Transmisién materna: Es la transmision de la enfermedad de la madre a sus crias (no

necesariamente antes del parto.)

Transmision Vertical: Es la transmisién de una enfermedad de padres a sus crias.

Trombosis:

Formacion de coagulos dentro de los vasos sanguineos.

Unidad infecciosa: Esta es la minima cantidad necesaria para transmitir la EET de un animal a

otro de la misma especie.
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Ureasa: Enzima que cataliza la hidrdlisis de la urea, con formacion de carbonato de
amonio.
Vacuna: Es un producto biolégico constituido por microorganismos vivos, atenuados,

muertos o productos derivados de ellos; que inoculados en un huésped,
estimulan un estado de inmunidad especifica que le permite resistir las

infecciones que este microorganismo causa en forma natural.

Virus: Agente infeccioso con una estructura especifica y capaz de causar su propia

multiplicacién después de infectar una célula especifica.
Western Blot: Reconocimiento de polipéptidos especificos en una muestra, después que las

proteinas se han separado mediante electroforesis, transferidas (blott) a un
filtro y reconocidas con un anticuerpo especifico.
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